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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XVIII. 
Glycerophosphat-dehydrase. -—- Oxydoreduktion im Muskel. 


Von 
Kk. Adler, H. vy. Euler und W. Hughes. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1937.) 


Zu den biologischen Substraten, die durch Cozymase-bedingte 
Dehydrasen in tierischen Geweben angegriffen werden, ziihlt, wie 
wir friiher*) beschrieben haben, die «-Glycerinphosphorsiure. Wir 
hatten durch spektrometrische Messung zeigen kénnen, daB beim 
Zusammenbringen von Glycerophosphat, Cozymase und Muskel- 
extrakt Dihydro-cozymase (CoH,) gebildet wird, wobei es zur Kin- 
stellung eines Gleichgewichtes kommt, das wir schematisch folgender- 
maBen formulierten: 


1) Glyeerinphosphorsiiure + D°?"-Co = Dioxyacetonphosphorsiiure *) 


Ks muB hier hinzugefiigt werden, daB die Lage dieses Gleichgewichtes 
nicht nur durch die Konzentrationen der Glycerinphosphorsiure und der 
Cozymase sowie durch das py, bestimmt ist, sondern auferdem durch 
Sekundirreaktionen beeinflu8t wird. Einerseits kann die gebildete Dioxyaceton- 
phosphorsiiure mit Glycerinaldehydphosphorsiiure ins Gleichgewicht ge- 
bracht werden; die beiden Triosephosphorsiiuren werden dann in einer neuen 
Gleichgewichtsreaktion unter der Einwirkung der Zymohexase (Meyerhof 
und Lohmann) zu Hexosediphosphat kondensiert. Andererseits kann Triose- 
phosphorsiiure unter Einwirkung der Triosephosphorsiure-apodehydrase 
weitere Cozymase hydrieren. Beide Reaktionen tragen zur Erhéhung der 
CoH,-Bildung bei. 


Die Glycerophosphat-dehydrase war fiir uns von besonderem 


Interesse, weil ihre Koppelung mit der durch die Lactico-dehydrase 
katalysierten Hydrierung von Brenztraubensiiure!”) bzw. der durch 


')a) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937). 
b) Euler, Adler u. Giinther, Diese Z. 249, 1 (1937). 

*) Nach H. O. L. Fischer u. E. Baer [Naturw. 28, 589 (1937)] gehért die 
natiirliche Glycerinphosphorsiure der 1-Reihe an; sie kann also enzymatisch 
nicht aus der natiirlichen d-Glycerinaldehydphosphorsdure gebildet werden, 
sondern muB8 durch asymmetrische Hydrierung aus Dioxyacetonphosphorsiiure 
entstehen. Dementsprechend muB8 auch das enzymatische Dehydrierungs- 
produkt der Glycerinphosphorsiiure die Dioxyacetonphosphorsiiure sein. 
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die Malico-dehydrase katalysierten Hydrierung von Oxalessigsiiure? 
leicht demonstriert werden konnte. Wir betrachteten diese dure) 
das System Co = CoH, vermittelten Oxydoreduktionen zwisclhiey 
zwei Dehydrasesystemen als allgemein giiltiges Prinzip, das au{ 
alle Dehydrasesysteme, in welcheri Codehydrase I oder II | 
prosthetische Gruppe fungieren, Anwendung finden kann, sofen 
eines der heiden Systeme reversibel ist. Die Oxydoreduktion zwischen 
zwei solchen Systemen, in denen zwei verschiedene Apodehydrasen, 
aber ein und dasselbe Co-Enzym wirksam sind, ist allgemeiy 
folgendermaBen zu formulieren: 


. Apodehydrase 
(2) S'H,+Co —........ §!' + CoH, 
fir S'H, 
. Apodehydrase 
(3) S' + CoH, [> 8"H, + Co 
fir SUH . 


Ob dieser Mechanismus zutrifit, wird bei jeder enzymatischen 
Oxydoreduktion besonders nachgewiesen werden miissen, d, h. es 
wird zu entscheiden sein, ob fiir die Substrate S'H, und S"H, 
tatsichlich zwei voneinander verschiedene, spezifische A podehy drasen 
wirksam sind, oder ob etwa ein einziges Enzym alle Reaktions. 
teilnehmer zu binden und miteinander umzusetzen vermag. Ein 
derartiges Enzym, welches Affinitit zu beiden Substraten, namlich 
zum Donator S'H,, wie zum Acceptor S'' — sowie zur Codehy- 
drase — besitzt, kénnte im Gegensatz zur Apodehydrase als 
Aporedoxase bezeichnet werden. Die durch ein solches Enzym 
katalysierte Oxydoreduktion kinnte schematisch dargestellt werden 





durch die Gleichungen 4—5: 
(4) S'H, + Co —_Abctedoxase. gi. CoH, 
(5) S"+ CoH, —APoredoxase, guH, + Co 


Wir haben diese Méglichkeit bereits friiher*) diskutiert und 
in Betracht gezogen, daB sie etwa fiir den Fall der enzymatischen 
Aldehyd-Dismutation zutreffen kénne. Neuerdings wird nun vor 
Dewan und Green‘) angenommen, daB die Oxydoreduktionen. 
die sich im Muskel zwischen T'riosephosphat und Glycerophosphat 
einerseits und «-Ketosiuren (wie Brenztraubensiiure) andrerseits 
abspielen, durch Enzyme vom Typus der ,,Redoxase“ katalysiert 
sind. Die Autoren sprechen von ,,Mutasen“; es scheint uns jedoch 





2) Unverdoftentlichte Versuche. 

5) Vgl. Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 289, und zwar 
S. 254 (1936). 

‘) Dewan u. Green, Biochemie. J. 31, 1074 (1987). 
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31, 1074 (1937). c) Biochemie. J. 30, 629 (1936). 
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 richtiger, diesen Begriff nur fir die speziellen Redoxasen der 


Dismutationen zwischen Carbonylverbindungen (Typus ,,Aldehyd- 


3 mutase“) anzuwenden. Dewan und Green wollen also die ge- 
' nannten Oxydoreduktionen im Muskel einer Redoxase (,,Mutase“) 
- guschreiben, die sich nach ihrer Definition von den Dehydrasen 
' dadurch unterscheiden soll, ,,...that the two activating centres 
instead of being present in two different dehydrogenases are pre- 
sent on the same enzyme“. Diese Auffassung deckt sich mit 
' dem von uns friher*) erwogenen, in den Gleichungen 4—5 noch 
| einmal dargestellten ,,Kin-Knzym-Schema“ der Oxydoreduktion. 


Wir haben frither®) Versuche mitgeteilt, wonach die Apo- 


dehydrasen fiir Triosephosphat und Alkohol in Hefe verschieden 
' sind und haben daraus den SchluB gezogen, daB die bei der 
' alkoholischen Garung stattfindende Oxydoreduktion zwischen Triose- 
| phosphat und Acetaldehyd im Prinzip dem Zwei-Enzym-Schema 
| (Gleichung 2—3) entspricht. Freilich ist gerade bei dieser Reak- 
' tion zu beriicksichtigen, daB die Oxydoreduktion mit Phosphat- 
' umsetzungen gekoppelt ist, deren Mechanismus noch der Auf- 


' klirung harrt. 


Im Anschlu8 an diese Befunde setzten wir uns nun das Ziel, 


auch die Frage zu beantworten, ob Glycerophosphat- und Lactico- 
| apodehydrase verschiedene Enzyme (Proteine) darstellen. Wenn 
| eine Verschiedenheit exakt nachgewiesen werden kann, so ist damit 
die Richtigkeit des obigen Zwei-Enzymschemas fiir die Oxydo- 
| reduktion zwischen Glycerophosphat einerseits und Brenztrauben- 
| siure baw. Oxalessigsiure andererseits bewiesen. Die Entscheidung 
f der gestellten Frage kann dann weiterhin wertvoll sein fiir die 
| Kenntnis der Oxydoreduktion zwischen Triosephosphat und den 
| beiden genannten Acceptoren. Diese fiir Glykolyse und Atmung 
_ ventralen Reaktionen sind beziiglich ihres feineren Mechanismus 
' noch nicht aufgeklart; wir betrachten so die Versuche mit Glycero- 
 phosphat auch als Modellversuche fiir das wahrscheinlich kompli- 
| aertere System der Triosephosphat-Umsetzung. 


Die Existenz der Cozymase-bedingten Glycerophosphat-apo- 


'dehydrase ist kiirzlich von Green und Dewan’) in Zweifel ge- 
| Zogen worden. Green®’) hatte friiher das Vorkommen eines Knzyms 
'in Muskel und anderen Geweben beschrieben, welches offenbar 


*) Euler, Adler u.Kyrning, Diese Z. 242, 215 (1936). 
*) a) Biochemie. J. 31, 1069 (1987). b) Dewan u. Green, Biochemie. J. 


1* 
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ohne Mitwirkung eines dissoziablen Co-Ferments imstande ist, 
Glycerinphosphorsiure zu dehydrieren, wobei als Wasserstoffacceptor 
das Keilin-Warburg-System oder kiinstliche Farbstoffe wie Me. 
thylenblau fungieren kénnen. Wir haben nun vor kurzem !) mitgeteilt, 
daB sich im Muskel tatsiichlich zwei verschiedene Glycero. 
phosphat-dehydrasen nachweisen lassen, niimlich eine Cozymase. 
bedingte und eine Cozymase-unabhingige. In Unkenntnis diese 
Sachlage haben Green und Dewan das Vorkommen der Cozymase. 
bedingten Dehydrase angezweifelt auf Grund ihrer Befunde, dag 
ein nach dem Vorgehen von Green dargestelltes Praparat yon 
Glycerophosphat-dehydrase nicht imstande war, Cozymase in Gegen- 
wart von Glycerophosphat zu Dihydro-Cozymase zu reduzieren, 
und daB Cozymase die Glycerophosphat-Oxydation mit einen 
solehen Priparat nicht aktivierte. Diese negativen Resultate von 
Green und Dewan beruhen aber, wie wir zeigen werden, nicht 
etwa darauf, daB eine Cozymase-bedingte Glycerophosphat-debhy drase 
nicht existiert, sondern darauf, daB diese Dehydrase in Green: 
Praparat nicht enthalten war. 

In der vorliegenden Mitteilung wird gezeigt, daB die von uns 
friiher beschriebene Cozymase-bedingte Glycerophosphat-dehydrase 
bei Fraktionierung von Muskelextrakt in geléster Form erhalten 
werden kann. Diese Fraktionierung fihrte weiterhin zu dem Er. 
gebnis, daB die Lactico-apodehydrase des Muskels verschieden is: 
von der Cozymase-bedingten Glycerophosphat-apodehydrase. Dem- 
nach kann es keinem Zweifel unterliegen, dab eine Oxydoreduktiou 
zwischen Glycerinphosphorsiure und Brenztraubensiure nach dem 
oben angegebenen Zwei-Enzymschema verlaufen kann. Ob dieser 
Mechanismus der einzig mégliche ist, hangt davon ab, ob neben 
den beiden voneinander verschiedenen Apodehydrasen etwa noch 
ein anderes Oxydoreduktionsenzym vom Typus einer ,,Mutase“ vor- 
handen ist. Wir werden hierauf in einem spiiteren Abschnitt 
(S. 17) zuriickkommen. 

Bei der Abtrennung der Glycerophosphat- von der Lactico- 
apodehydrase machten wir ferner Beobachtungen iiber ein vol 
Flavinenzym verschiedenes Enzym oder Enzymsystem, welches det 
labilen Wasserstoff von Dihydro-Cozymase auf Methylenblau sowie 
‘ytochrom ¢ itibertrigt, und somit alle Cozymase-bedingten De- 
hydrierungen mit dem Sauerstoff-aktivierenden System (Keilin- 
Warburg-System) zu koppeln vermag. Diese letzteren, fiir den 
Mechanismus der Zellatmung wichtigen Versuche sollen in de 
vorliegenden Mitteilung nur so weit beriihrt werden, als es zum 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XVIII. 5 


Verstandnis der eigentlichen Dehydrasereaktionen notwendig er- 
scheint *). 


1. Fraktionierung der Apodehydrasen in rohem Muskelextrakt. 


Kine Méglichkeit zur Entscheidung der Frage nach der Identitat 
oder Nicht-Identitit von Glycerophosphat- und Lactico-apodehydrase 
saben wir in der Aufteilung eines rohen Muskelextraktes in ver- 


E schiedene Fraktionen, wobei die Hoffnung bestand, daB verschiedene 


Apodehydrasen sich ungleich auf die einzelnen Fraktionen ver- 
teilten. Folgender Weg fiihrte zum Ziel: 


10—12 g Hinterbeinmuskulatur einer Ratte wurden in einer Latapie- 
miihle zerkleinert und unter Zusatz von Seesand mit der doppelten Gewichts- 


: menge 0,1 m-Na,HPO, 15 Minuten energisch verrieben. Hierauf wurde durch 


doppelt gelegte Verbandsgaze auf einem Biichnertrichter abgesaugt und 
ausgepreBt. Der ,Rohextrakt* wurde scharf zentrifugiert und das Sediment, 
das aus ziemlich feinen Partikelehen besteht, 2mal mit destilliertem Wasser 
gewaschen und in 10 cem Wasser aufgenommen. Die Suspension wird als 


_ ,Sediment I“ bezeichnet. Die iiberstehende opalescente Lésung wurde 
- durch Zusatz von einigen Kubikzentimetern 0,5 m-KH,PO, auf py = 5—5,5 
» gebracht und nach einigem Stehen wieder zentrifugiert. Die nunmebr er- 
 haltene Fallung wurde wieder 2mal mit Wasser gewaschen und in einigen 
' Kubikzentimetern Wasser suspendiert. Diese Fraktion sei als ,,Sediment II“ 


bezeichnet. Die vom Sediment befreite, schwach opalescente Lésung wurde 
nun einer 7— 10 stiindigen Dialyse in Zellophanhiilse gegen flieBendes Leitungs- 
wasser unterworfen, Schon nach 4—5 Stunden flockt eine Proteinfraktion 
aus, die nach Beendigung der Dialyse abzentrifugiert, gewaschen und in 
i0cem Wasser suspendiert wurde: ,,Sediment III“. (Bisweilen wurde auch 
in 0,l1m-Na,HPO, suspendiert, wobei eine stabilere Suspension erhalten wird.) 
Die klare, schwach rot gefiirbte dialysierte Restlésung sei als ,, L6sung IV“ 
bezeichnet. 

Die eben beschriebene Faktionierung wurde in zahlreichen Wieder- 
lolungen ausgefiihrt und in verschiedener Richtung variiert. Zum Beispiel 
wurde die Fallung mit primérem Phosphat bisweilen durch Ansiuern mit 
Essigsiiure auf py = 4,5 ersetzt, wodurch eine reichlichere Fillung entsteht. 


Wenn auch die Fraktionierung nicht immer ganz gleichartig 
verliiuft, so ergab sich doch bei allen Wiederholungen prinzipiell 
las gleiche typische Bild im Hinblick auf das enzymatische Ver- 
halten der verschiedenen Fraktionen, das in den folgenden Ab- 
schnitten beschrieben wird. 


‘) Die Versuche iiber diese Wasserstofi-iibertragende Komponente in 
Geweben sind vorliufig mitgeteilt bei Adler, Euler u. Hellstrém, Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 38 (1937); ausfiihrliche Mitteilung erfolgt 
spite. — Auch Green, Dewan u. Leloir [Biochemic. J. 31, 934 (1937)] 
haben vor kurzem die Existenz einer ,,Dihydro-Co-Enzym-Oxydase“ wahr- 
scheinlich machen kénnen. 
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2. Dehydrasewirkung der Muskelextrakt-Fraktionen. 


In einem rohen, nur durch Dialyse an Eigendonatoren yer. 
armten Muskelextrakt findet man stets die Codehydrase-bedingte, 
Apodehydrasen, die Milchsiiure, Apfelsiure und Glycerinphosphor. 
siiure angreifen, nebeneinander. Priift man jedoch die einzelney 
Fraktionen I—IV im Thunberg-Versuch unter Zusatz von (\o. 
zymase auf ihre dehydrierende Wirkung gegeniiber Milchsiure uni 
Glycerinphosphorsiure, so zeigt sich, daB die Dehydrierungswirkung 
ungleichmaBig verteilt ist: die Sedimente I—III sind stark wirksay 
gegentiber Lactat und Malat, aber nur sehr schwach wirksam, bis- 
weilen praktisch unwirksam gegeniiber Glycerophosphat. Die dialy- 
sierte Restlosung IV erweist sich als schwach wirksam gegeniibey 
stimtlichen Substraten (vgl. Tab. 1). 


Tabelle 1. 


Dehydrasewirkung der Muskelextrakt-Fraktionen, dargestellt 
nach der 8.5 angegebenen Methode. Bezeichnung der Fraktionen wie dort 
angegeben. — Cozymase 1 mg/ccm. — Substrate: 0,5 m d,l-a-K-Glycero- 
phosphat, 1m d,l-Na-Lactat. — 0,5 m-Phosphatpuffer py = 7,5. — 0,02°)- 
iges Methylenblau. Jeder Ansatz enthiilt 0,25 cem Substrat, 0,25 eem Enzym- 
fraktion, 0,25 cem Cozymase, 0,25 cem Puffer, 0,5 cem Mb und ist mit Wasser 
auf 2,0 cem Gesamtvolumen ergiinzt. Thunberg-Methodik. Das Mb befindet 
sich im Einsatzréhrchen und wird erst nach dem Evakuieren eingekippt. 
Temperatur 30°. 

















Vers.- : aa el mace | wotfirbungs- 
Nr. Substrat Enzymfraktion Cozymase} ait (Min) 
1 — Rohextrakt, 4 Stdn. dial. oo 54 
2 Lactat desgl. - 10,5 
3 |Glycerophosphat desgl. 4- 8.5 
4 — Sediment I + > 360 
5 Lactat desgl. - > 360 
6 desgi. desgl. we 9 
7 |Glycerophosphat desgl. — 62 
8 desgl. desgl. + 58 
9 — Sediment IT + > 560 
10 Lactat desgl. aa 12 
11 | Glycerophosphat desgl. = 90 
12 Lactat Sediment III - 12 
13 |Glycerophosphat desgl. — 830 
14 desgl. desgl. 200 
15 — Lésung IV 4. 350 
16 Lactat desgl. + 60 
17 | Glycerophosphat desgl. o > 360 
18 desgl. desgi. + 875 
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Aus den Kontrollversuchen (Nr. 1, 4, 9, 15) der Tab. 1 geht hervor, 
da’ die Sedimentfraktionen sehr weitgehend von Donatoren befreit waren. 
Substrat- und Cozymase-Konzentration waren in allen Versuchen so hoch 
bemessen, daB ein weiterer Zusatz dieser Komponenten keine wesentliche 
Verkiirzung der Methylenblauentfirbung hervorrief. 


Die Kontrollversuche mit Glycerinphosphorsiiure als Substrat 
und ohne Zusatz von Cozymase geben gleichzeitig AufschluB iiber 
den Gehalt der Fraktionen an Greenscher Glycerophosphat- 
iehydrase. Wie wir schon friiher!») mitgeteilt haben, enthilt 
Rattenmuskelextrakt nur wenig Greensche Dehydrase; aus T'ab. 1 
yeht hervor, daB die an sich geringfiigige Wirkung sich fast voll- 
stiindig auf Sediment I, d.h. die bei der Bereitung des Rohextraktes 
in die Suspension gelangten Zelltriimmer beschrankt. 


Als wichtigstes Ergebnis der Versuche zu Tab. 1 ist hervor- 
suheben, daB es gelingt, die Glycerophosphat-dehydrase -Wirkung 


Tabelle 2. 


Glycerophosphat-dehydrierung durch Kombination von 
,Lisung IV“ mit einer der Sedimentfraktionen. Alle Komponenten 
sowie Versuchsansatz wie zu Tab. 1. — AuBer der Entfarbungszeit ¢ ist die 
Reaktionsgeschwindigkeit als reciproker Wert 100/¢ angegeben. Bei den 
Kombinationsversuchen ist der durch bloBe Addition der Geschwindigkeiten 
aus den betreffenden Ansiitzen mit jeder der beiden Fraktionen fiir sich 
herechnete Wert zum Vergleich mit dem gefundenen Wert hinzugefiigt. 




















Entfirb.- Reaktions- " 
a C Zeit geschwindigk. 
’ “ST Substrat Enzymftraktion — Mi —__:100/t 
Nr. mase | Minuten - 
+ | oer| Ber. 
~~" | Addition 
~~ Sediment III + 400 0,25 
2 a Lésung IV + 400 0,25 
3 ~— Sedim. III + Lésg. 1V] + 7 1,4 
t | Glyceroph. Sediment III + 85 1,2 
) is Sedim. III + Lésg. IV] — 310 0,3 
6 . Lésung IV + 67 1,5 
7 ‘ Sedim. HI + Lésg. IV] + 79 113 8,6 
8 Lactat Sediment ILI 1. 9,5 110 
o Lésung IV + 120 0,8 
10 i. Sedim. III + Lésg. IV} -— | >360 — 
11 " Sedim. III + Lésg. IV] + 8 12 11 
i2 | Glyceroph. Sediment I — 62 0,16 
Le 3 Sedim. I + Lésg. IV _ 64 0,16 
l4 ¥. Sediment I + 58 1,9 
Ld ‘ Lésung 1V 4- 375 0,3 
16 +9 Sedim, I + Lésg. IV 7 14 2,2 
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abzutrennen von der Milchsiuredehydrase. Glycerophosphat- 
apodehydrase und Lactico-apodehydrase sind also nicht 
identisch. 

Ks erhebt sich nun die Frage, woher es kommt, daB die in 
urspriinglichen Muskelextrakt vorhandene Dehydrierungswirkung 
gegen Glycerophosphat in keiner der 4 Fraktionen wieder- 
gefunden wird. Man kénnte natiirlich vermuten, daB die Glycero- 
phosphat-dehydrase besonders empfindlich und wahrend der Frak- 
tionierung zerstért worden sei. Diese Vermutung ist aber un- 
richtig. Es verhalt sich vielmehr so, daB die Dehydrierungswirkung 
gegen Glycerophosphat nunmehr auf 2 Fraktionen verteilt 
ist: Jombiniert man nédmlich eines der Sedimente I—III mit 


der Lésung IV am Thunberg-Versuch, so tritt — selbtverstind- 
lich bei Zusatz von Cozymase — die Glycerophosphat-dehydrasv- 


Warkung wieder auf. In Tab. 2 ist dieser Kombinationseffeki 
wiedergegeben. 


3. Erklérung des Kombinationseffektes. 

Die beiden Komponenten, die zur Erzielung der Glycero- 
phosphat-dehydrierung im Thunberg-Versuch notwendig sind, und 
deren eine in den unldéslichen Sedimentfraktionen, deren andere 
in Lésung IV enthalten ist, erwiesen sich als thermolabil. Zur 
Krklarung des beobachteten Kombinationseffektes konnte eine Reihe 
von Méglichkeiten in Betracht gezogen werden. 

Zuniichst war daran zu denken, daB die Glycerophosphat-apodehydrase 
aus zwei verschiedenen Proteinkomponenten zusammengesetzt ist, die bei 
der Fraktionierung sich auf zwei verschiedene Fraktionen verteilt hatten. 
Ferner muBte erwogen werden, ob etwa der Dehydrierungsvorgang aus 
einer Folge von mindestens 2 Reaktionen bestand, etwa derart, daB ein 
Enzym das Glycerophosphat zuerst in Triosephosphat verwandelt, und ein 
zweites das Triosephosphat dehydriert. Das erstere dieser beiden Enzyme 
hatte mit der von Green beschriebenen Cozymase-unabhingigen Glycero- 
phosphat-dehydrase identisch sein kénnen. Auf Grund unserer Versuclic 
muBte diese Méglichkeit jedoch abgelehnt werden; das Greensche Enzyi 
war in unseren Muskelfraktionen nur sehr schwach wirksam (vgl. Tab. | 
und §. 7), und auBerdem war bei den verschiedenen Fraktionen eine 
Parallelitét zwischen dem Gehalt an Greenschem Enzym und ihrer Akti- 
vitit im Kombinationsversuch nicht vorhanden. 

Die richtige Erklirung des Kombinationsetiektes stiitzt sich au! 
die friiher von uns bewiesene Existenz einer Cozymase-bedingten 
Glycerophosphat-apodehydrase. Es gilt dann folgende Uher- 
legung: 

Die Sedimentfraktionen I—LII verursachen im Methylenblau- 
versuch eine intensive Milchsiiuredehydrierung (Tab. 1). Diese 
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Hraktionen miissen also neben der Lactico-dehydrase noch ein 
Snzymsystem enthalten, welches den Wasserstoff der in der Primir- 
reaktion gebildeten Dihydro-cozymase mit grofer Geschwindigkeit 
auf den Farbstoff iibertrigt. Dieses Wasserstoff-iibertragende 
Knzymsystem entspricht seiner Funktion nach dem Flavinenzym. 
‘Es ist mit letzterem jedoch nicht identisch (vgl. S. 10)]. Glycerin- 
phosphorséure wird nun durch die Sedimentfraktionen nicht 
dehydriert; in diesen Fraktionen fehlt also die Glycerinphosphor- 
siure-apodehydrase. Da jedoch weiterhin bei Kombination einer 
Sedimentfraktion mit der ,Lésung IV“ die Glycerophosphat- 
dehydrierung ausgelést wird, so mu8 die Glycerinphosphorsiure- 
apodehydrase in ,,Lésung IV“ enthalten sein. DaB andrerseits 
.Lésung [V“ allein nicht imstande ist, eine rasche Methylenblau- 
entfiirbung mit Glycerinphosphorsiiure als Substrat hervorzurufen, 
muB darauf beruhen, da8 die Wasserstoff-iibertragende Komponente 
in ,Josung IV“ in zu geringer Konzentration vorhanden ist. 

Die Richtigkeit dieser Erklarung wurde bewiesen: 

1. Durch den Nachweis der Glycerophosphat-apodehydrase 
in ,Lésung LV“. Dies gelang a) im Thunberg-Versuch nach Er- 
ginzung der Apodehydrase durch Cozymase und Zusatz von 
Flavinenzym an Stelle der fehlenden Wasserstoff-iibertragenden 
Komponente und b) auf spektrometrischem Wege (vgl. den folgenden 
Abschnitt 4). 

2. Durch den Nachweis eines Enzyms in den Sedimentfraktionen, 
welches den labilen Wasserstoff der Dihydro-Cozymase auf Methylen- 
blau (bzw. andere Acceptorfarbstoffe wie Cytochrom c) iibertriagt, 
sowie durch den Nachweis, daB dieses Enzym in ,,Lésung IV“ in 
viel geringerer Konzentration als in den Sedimenten enthalten ist 
vel, Anm. 7). 


4. Nachweis der ldslichen «-Glycerophosphat-apodehydrase. 
a) Durch Erginzung 
des Dehydrasesystems durch Flavinenzym. 

Nach der oben gegebenen Erklirung kann die in ,,Lésung IV“ 
enthaltene Glycerophosphat-apodehydrase im Thunberg-Versuch 
nicht direkt in Erscheinung treten, weil in ,,Lésung IV“ eine 
Knzymkomponente fehlt, welche die Reaktion zwischen Dihydro- 
Vozymase und Methylenblau beschleunigt. Da nun Flavinenzym 
bekanntlich eine solche Wirkung in ausgesprochenem MabBe zeigt®), 





_ *) Vgl. zB. Adler u. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 
Nr. 36 (1987). 
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so war zu erwarten, daB Flavinenzymzusatz die Glycerophosphat. 
dehydrierung durch ,,Lésung 1V“ + Cozymase aktiviert. Tab. 3 
zeigt, daB dies tatsichlich der Fall ist. Auch die durch Lactat 
hervorgerufene langsame Mb-Entfairbung wird durch Zusatz yoy 
Flavinenzym beschleunigt. ,,Lésung IV“ enthalt also auch Lactico- 
«podehydrase. 
Tabelle 3. 
Erginzung der Apodehydrasen in Lésung [IV durch (o- 


zymase und Flavinenzym. Flavinenzym aus Hefe, 3 y gebundenes 
Flavin per Kubikzentimeter. Versuchsansatz im iibrigen wie zu Tab. 1 u. 2. 























,.. | Flavinenzym]| Entfiirb.- 
vaewe Substrat Enzymfraktion Cony (y gebund. Zeit 
Nr. mase | Flavin) | Minuten 
1 Glyceroph. Lésung IV a — 67 
2 desgl. desgl. + 0,75 21 
3 desgl. desgl. + 2,4 8,5 
4 desgl. Lésg. [V + Sedim. II] + — 7,5 
5 desgl. desgl. + 0,75 6 
6 Lactat Lésung LV + sees 120 
7 desgl. desgl. + 0,75 37 


Die Sedimentfraktionen gleichen dem Flavinenzym in der 
Fahigkeit, die Methylenblau- Reduktion in Gegenwart von Substrat. 
,uosung 1V“ und Cozymase zu aktivieren (vgl. Tab. 2 und 3), 
Das in diesen Fraktionen wirksame Prinzip ist jedoch nicht iden- 
tisch mit Flavinenzym. Dies ging aus einem quantitativen Ver- 
gleich zwischen der Wirksamkeit von Flavinenzym und der von 
Sedimentfraktionen eindeutig hervor. Es waren z. B. 2,4 7 ge- 
bundenes Flavin nétig, um eine Reaktionsgeschwindigkeit zu er- 
reichen, die einer Entfirbungszeit von 8,5 Minuten entspriclit. 
Der gleiche Effekt wurde durch 0,25 ccm der Sedimentfraktion II! 
erzielt (Tab. 3). Aber selbst in 20 com dieser Fraktion war kein 
Flavin nachweisbar. Zum gleichen Ergebnis kamen wir beim 
Vergleich der Geschwindigkeiten, mit welchen Wasserstoft yo 
Dihydro-cozymase auf Methylenblau durch Flavinenzym bzw. 
durch die Sedimentfraktionen aus Muskel iibertragen wurde (vg. 
Anm. 7). 

Es war von groBem Interesse, zu entscheiden, ob diese CoH,- 
dehydrierende Enzymkomponente identisch ist mit Succinodeliy- 
drase bzw. dem System Fumarsiure—Bernsteinsiure—Bernstein- 
siuredehydrase (Szent-Gyérgyi®. Die bisherigen Versuche 





®) Diese Z. 249, 211 (1937). 
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machen es sehr wahrscheinlich, daB ein neues Enzym vorliegt. 
Vgl. Anm. 7 sowie Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 31 (1938). 
Was die Erginzung des Glycerophosphat-Dehydrasesystems durch 
Flavinenzym betrifft, so ist bemerkenswert, daB relativ groBe Mengen Flavin- 
enzym notig sind zur Erzielung einer raschen Wasserstoffiibertragung, viel 
griBer als in anderen Codehydrasesystemen, z. B. der Alkohol- und Hexose- 
monophosphat-dehydrase aus Hefe. Ob der Grund hierfiir nur in der un- 
giinstigen Gleichyewichtslage der Primirreaktion der Glycerophosphat- 
dehydrierung (die stark nach der Seite der Cozymase verschoben ist), oder 
etwa in einer Hemmung der Flavinenzymfunktion durch Adsorption an die 
Muskelproteine'?) zu suchen ist, mu8 dahingesteilt bleiben. 


b) Spektrometrischer Nachweis 
der a-Glycerophosphat-apodehydrase in ,,Lésung IV“. 


Die sicherste Methode zum Nachweis sowie zur Bestimmung 
der relativen Konzentration einer Codehydrase-bedingten Apo- 
dehydrase ist die spektrometrische Messung der bei der Kinwirkung 
von Codehydrase und Apodehydrase auf das Substrat gebildeten 
Dilydro-codehydrase. Handelt es sich um ein reversibles System, 
so kann auch die Reoxydation der Dihydro-codehydrase durch 
das Dehydrierungsprodukt des betreffenden Substrates zur Kenn- 
zeichnung der Apodehydrase herangezogen werden. 

Die Bildung von Dihydro-cozymase bei der Kinwirkung \on 
Cozymase auf Glycerinphosphorsiure in Gegenwart verschieden 
dargestellter Muskelextrakte sowie die riickliufige Dehydrierung 
von Dihydro-cozymase durch iiberschiissige Triosephosphorsiure 
haben wir schon friiher') beschrieben. Der in Fig. 1 dargestellte 
Versuch zeigt, daB in der léslichen Fraktion LV Glycerophosphat- 
ipodehydrase auf diesem Wege ebenfalls nachweisbar ist. Zum 
Unterschied gegeniiber friiheren Versuchen'*) ist hier die Zuriick- 
dringung des Gleichgewichtes, d.h. die Reoxydation der CoH, 
nicht durch Zusatz von Triosephosphat, sondern von Hexose- 
diphosphat vorgenommen worden”*). 

Die Tatsache, daB Hexosediphosphat-Zusatz das Verschwinden der 
Dihydro-cozymase bewirkte, beweist, daB ,,Lésung 1V“ Zymohexase 
cnthilt, welche das zugesetzte Hexosediphosphat zu ‘Triosephosphat spaltet. 
Aus Fig. 1 ist deutlich zu ersehen, wie nach dem Zusatz des Hexose- 
diphosphats (a) der Riickgang der Extinktion, d. h, die Dehydrierung der 
Dihydro-cozymase zuerst langsam und dann, erst nach einigen Minuten, 


0) Vgl. Wagner-Jauregg, Moller u. Rauen, Diese Z. 231, 55 (1935). 
*) Herrn Assistenten Gunnar Giinther danken wir bestens fiir die 
Ausfiihrung der spektrometrischen Versuche in dieser Arbeit. 
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mit gréBerer, konstanter Geschwindigkeit verliuft, da die LEinstelluny 
des Gleichgewichtes Hexosediphosphorsiiure == 2 Triosephosphorsiiure 
einige Minuten in Anspruch nimmt. 

Versuch zu Fig. 1. In der Absorptionskiivette werden 1,5 ccm 0,4 n- 
d,1-«-glycerinphosphorsaures K, 0,2 eem Enzym (,,Lésung IV“) und 2,5 ccm 
0,5 m-Phosphatpuffer py, = 7,57 gemischt. Nach Zusatz von 0,3 mg Cozymase 
steigt die Extinktion infolge der Bildung von Dihydro-cozymase an und 
strebt einem Gleichgewicht zu, welches der Hydrierung von ungefihr '), 
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Hydrierung von Cozymase durch Glycerinphosphorsiure und Dehydrierung 
von Dihydro-cozymase durch Triosephosphorsaiure. Enzym: ,, Loésung IV“. 


der eingesetzten Cozymase entspricht. Bei a) wird 0,1 cem einer 0,1 mol. 
Lésung von Na-Hexosediphosphat zugesetzt, worauf ein Abfall der Extinktion 
(Dehydrierung der CoH, durch Triosephosphat) erfolgt. Die Kurve ist fiir 
die beim Zusatz des Hexosediphosphats (infolge Verdiinnung) eintretende 
Extinktionsinderung korrigiert. 

Die Fahigkeit der angewandten Enzymlésung, die Reoxydation 
von Dihydro-cozymase durch ‘riosephosphat zu _ katalysieren, 
steht im besten EKinklang mit der Auffassung, daB das wirksame 
Enzym eben die auf Glycerophosphat bzw. dessen Dehydrierungs- 
produkt, die Dioxyaceton-phosphorsiure, spezifisch eingestellte Apo- 
dehydrase ist. 

Mit Hilfe der spektrometrischen Versuchsanordnung kann 
fernerhin exakt bewiesen werden, daB der dehydrierende Angrifi 
der Holodehydrase D&?4-Co tatsiachlich direkt an der Glycerin- 
phosphorsaure erfolgt, d. h., es kann ausgeschlossen werden, dab 
Glycerinphosphorsiure durch ein anderes Enzym zuerst in ein Pro- 
dukt umgewandelt wird, welches seinerseits erst der Dehydrierung 
durch die Holodehydrase anheimfallt. Mischt man niamlich in 
der Absorptionskiivette zuerst Glycerinphosphorsiure, Cozymase 
und Puffer, miBt die Grundextinktion, und setzt hierauf die 
Enzymlésung zu, so tritt die Bildung der CoH, unmittelbar ein. 
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Die Geschwindigkeit ist sofort maximal, um dann allmablich, 
entsprechend der Gegenwirkung des Reaktionsproduktes, lang- 
samer Zu werden. Wire eine primiire Umwandlung der Glycerin- 
phosphorsiure die Voraussetzung fiir das Zustandekommen der 
Cozymasehydrierung, so hitte eine wenn auch noch so kurze 
Induktionsperiode in Erscheinung treten miissen. Dieser Versuch 
ist in Fig. 2 dargestellt. 
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Fig. 2. 

Nachweis des direkten Angriffs von Glycerophosphat durch die Holodehydrase. Die Versuchs- 

anordnung entspricht der zu Fig. 1 angegebenen, jedoch werden bei diesem Versuch Glycerin- 


phosphorsiure, Cozymase und Puffer zuerst gemischt; nach Messung der Extinktion wird die 
Enzymlésung zugesetzt. 





5. Die Oxydoreduktion zwischen «-Glycerinphosphorsaure 
und Brenztraubensaure. 


In Gegenwart von Natriumfluorid findet nach Meyerhot 
und Kiessling?!°*) in Muskelextrakt folgende Umsetzung zwischen 
Glycerinphosphorsiure und Brenztraubensiiure statt: 

(@) Glycerinphosphorsiiure + Brenztraubensiiure 
= Triosephosphorsiure + Milchsiiure. 


Triosephosphorsiure + Brenztraubensiure 
= Phosphoglycerinsiure + Milchsiure. 


Auf Grund unserer Arbeiten (vgl. 1a) lift sich jede dieser Reak- 
tionen auflésen in zwei miteinander gekoppelte Dehydrasereaktionen, 
entsprechend dem allgemeinen Schema, das in Gleichung (2) und (3) 
wiedergegeben ist. In Reaktion (6) fungiert das System der 
Glycerinphosphorsdure-dehydrase, in Reaktion (7) das der Triose- 
phosphat-dehydrase als Donatorsystem; in beiden Reaktionen wird 
die im Donatorsystem gebildete Dihydro-cozymase durch das 


) a) Biochem. Z. 283, 83 (1935). 


14 E. Adler, H. vy. Euler und W. Hughes, 


System der Lactico-dehydrase, in ihrer Funktion als Brenztraubhen- 
siiure-Reduktase (Acceptorsystem), reoxydiert. 

Die folgenden Versuche bringen einen neuen Beleg fiir die 
Richtigkeit unserer Auffassung iiber den Mechanismus der Reak- 
tion (6) als Oxydoreduktion zwischen zwei Cozymase-bedingten 
Dehydrasesystemen. 

Wie in der vorliegenden Mitteilung beschrieben, gelang durch; 
Fraktionierung von Muskelextrakt die Herstellung unléslicher 
Enzymfraktionen, die den Hauptanteil der Lactico-apodehydrase 
des Rohextraktes enthielten, aber praktisch frei von Glycero- 
phosphat-apodehydrase waren. Andererseits enthielt die lésliche 
Fraktion IV Glycerophosphat-apodehydrase und, wie in Tab. 3 
sowie in dem folgenden spektrometrischen Versuch (Fig. 3) gezeist 
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Glycerophosphat- und Lactico-apodehydrase in ,,Lésung IV‘‘. Versuchsanordnung wie zu Fig. | 
heschrieben. Kurve I: Glycerophosphat als Substrat. Kurve II: Milchstiure als Substrat. 
Enzymlésung 50fach verdiinnt. 


ist, auch Lactico-apodehydrase. Die Apodehydrasen in Liésung IV 
sind wegen des Mangels an Wasserstoff-iibertragender Komponente 
im Thunberg-Versuch nur schlecht demonstrierbar. Durch die 
Messung der Anfangsgeschwindigkeit der Dihydro-cozymasebildung 
bekommt man auch eine Auffassung von der relativen Konzen- 
tration der anwesenden Apodehydrasen. 

In Fig. 3 stellt Kurve I die Dihydro-cozymasebildung mit 
Glycerinphosphorsaure, Kurve Il mit Milchs&ure als Sub- 
strat dar. Die Anfangsgeschwindigkeit ist durch die Neigung der 
Tangenten an den Anfangsast gegeben. Zur Messung der Glycero- 
phosphat-dehydrierung war die unverdiinnte Lésung IV, zur Messung 
der Milchsiure-dehydrierung dieselbe Lésung in 50facher Ver- 
diinnung angewandt worden. Die Konzentrationen der ibrigen 
Komponenten waren in beiden Fallen gleich. Aus diesem Versuch 
ergibt sich ein Verhiltnis der Konzentrationen DU: D&rh = 120:i. 
Mit einer anderen ,,.Lésung IV“ wurde das Verhaltnis 240:1 gefunden. 
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Tabelle 4. 


Milchséurebildung aus Glycerinphosphorsdure und Brenz- 
traubenséiure durch ,,Lésung IV“ plus Cozymase in Gegenwart 
yon NaF. — Lésung IV und Sediment III vgl. Abschnitt 1. — Glycero- 
hosphat und Pyruvinat 0,5 molar. — Versuchsansatz: 0,5 ecm Glycero- 
phosphat + 0,5 cem Pyruvinat + 1 ccm jeder Enzymfraktion + 1 mg Cozymase 
NaF (Gesamtkonzentration 0,08 m). Jeder Ansatz mit Wasser auf 5 ccm 
erginzt. Temperatur 30°. Reaktionszeit 100 Minuten. Milchsiurebestimmung 
nach Fiirth-Charnass. 




















Ver- Co- |Reak-] mg 
suchs- Substrate Enzymfraktionen zy- —— Milch- 
Nr. mase | Min. | Saure 
| Glyceroph. + Pyruy. Lésung IV + 0 | 0,33 
2 desgl. desgl. +: 100 | 1,32 
3 desgl. desgl. - 100 | 0,47 
4 Pyruvinat desgl. + 100 | 0,31 
5 Glycerophosphat Sediment III + 100 | 0,29 
6 Glyceroph. + Pyruv. desgl. + 100 | 0,33 
7 desg]. Loésg. [V + Sedim. III} + 100 | 1,18 
. desgl. Lésg. IV + Sedim. I +. 100 | 1,02 


Dies bedeutet, daB ein wechselnder Anteil der im Muskelextrakt 
vorhandenen Lactico-apodehydrase stets in die lésliche Fraktion 
velangt. 

Der Nachweis von Lactico- neben Glycerophosphat-apodeh ydrase 
fordert, dap ,,.Lésung IV** imstande sein muf, die Oxydoreduktion (6) 
cu vollzehen. Auf der anderen Seite darf diese Oxydoreduktion 
in den unléslichen Enzymfraktionen, die nur Lactico-, aber nicht 
(lycerophosphat-apodehydrase enthalten, nicht zustandekommen, falls 
nicht andere noch unbekannte Oxydoreduktionsenzyme hier wirk- 
sam sind. Die in Tab. 4 wiedergegebenen Versuche iiber die 
Milchsiurebildung aus Glycerinphosphorsiure und Brenztrauben- 
siure unter dem EinfluB der genannten Enzymfraktionen werden 
len gestellten Forderungen vollkommen gerecht. 


Bei der Kombination der Lésung IV mit einer der Sedimentfraktionen 
war die Milchsiurebildung stets etwas geringer als mit Lésung IV allein. 
In der obigen Tabelle betrigt diese Hemmung nur 10—20°/,, in anderen 
Versuchen konnte sie bis zu 80°, betragen. Worauf diese Hemmungs- 
wirkung der ungelésten Proteinfraktionen beruht, kann noch nicht ent- 
schieden werden; vielleicht handelt es sich um eine Adsorption der Glycero- 
phosphat-apodehydrase. 


Disku;sion. 
In der vorliegenden Arbeit ist die Existenz eines Knzyms, 
welches die Dehydrierung von a@-Glycerinphosphorsiure in Gegen- 
wart von Cozymase katalysiert, erneut bewiesen worden. Diese 
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Apodehydrase ist gegeniiber anderen Dehydrasen, wie Lactico. 
apodehydrase und insbesondere Succinodehydrase, ausgezeichnet 
durch ihre Léslichkeit. Zu denjenigen Dehydrasen, die sich bishey 
nur in ungeléstem Zustande, an Zelltriimmer oder nicht reversihe| 
lésliche Proteinfraktionen adsorbiert, auffinden lieBen, gehért auch 
die von Green beschriebene Glycerophosphat-dehydrase, derey 
Wirkung nicht an die Gegenwart einer Codehydrase gebunden ist. 


Ks ist nach dem vorangehend Gesagten sehr wohl verstiindlich, 
daB man Priparate der Greenschen Glycerophosphat-dehydrase 
erhalten kann, welche in Gegenwart von Glycerophosphat Cozymase 
nicht hydrieren, wie dies von Green und Dewan®) neuerdings 
mitgeteilt wird. Die Greenschen Dehydrasepriparate bestehen 
ja entweder aus Zellriickstiinden oder einer aus dem Extrakt durch 
Ansaiuern gewonnenen Proteinfillung, also aus Fraktionen, in 
denen die ldsliche Cozymase-bedingte Apodehydrase nicht ohne 
weiteres zu erwarten ist. In gleicher Weise erklart sich auch 
der Befund von Weil-Malherbe?}), da& eine aus Pferdegehirn 
dargestellte Glycerophosphat-dehydrase durch Cozymase nicht 
aktiviert wird. Das Dehydrasepriparat war in Anlehnung an 
Greens Methode durch Fallung des Extraktes bei p,, = 4,6 dar- 
gestellt und enthielt demzufolge nur die Cozymase-unabhingige 
Greensche Dehydrase, wiihrend die Cozymase-bedingte Apo- 
dehydrase im Filtrat geblieben sein diirfte. Weil-Malherbe 
versucht die scheinhbar gegensiitzlichen Ergebnisse von Green 
und uns beziiglich der Cozymase-Aktivierbarkeit durch die An- 
nahme zu erklaren, daB die von uns festgestellte Beteiligung der 
Cozymase nicht die Dehydrierung der Glycerinphosphorsiure, 
sondern die ihres Dehydrierungsproduktes, der Triosephosphorsiiure, 
betreffe. DaB eine solche Annahme nicht zutrifft, sondern dab 
Glycerophosphat in Gegenwart der richtigen Apodehydrase (o- 
zymase direkt hydriert, geht insbesondere aus unserem in Fig. 2 
dargestellten Versuch hervor. 

Die Greensche Glycerophosphat-dehydrase, unsere Cozymase- 
bedingte Glycerophosphat-dehydrase, sowie die ebenfalls Cozymase- 
bedingte Triosephosphat-dehydrase sind klar voneinander zu 
trennen. 

Dewan und Green’) diskutierten kiirzlich die Frage, ob die 
Oxydoreduktionen zwischen Glycerophosphat oder Triosephosphat 
einerseits und Brenztraubensiiure andererseits, die nach unseren 


") Nature (Lond.) 140, 725 (1987). 
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Versuchen!*) der Mitwirkung von Cozymase bediirfen, durch ge- 
koppelte Dehydrasesysteme nach dem Schema der Gleichungen 
2—3) katalysiert werden, oder ob hier ein anderer enzymatischer 
Mechanismus in Frage kommt. Die Autoren fiihren an, daB in 
Glykolyse-fahigen Muskelextrakten die Glycerophosphatdehydrase 
nicht leicht nachweisbar sei und daB diese Dehydrase iiberdies 
ohne Co-Enzym fungiere. Hierzu mu ausdriicklich hervor- 
vehoben werden, dab die Cozymase-bedingte Glycerophosphat- 
dehydrase sehr leicht in solchen Extrakten nachgewiesen werden 
kann, wie wir friiher1*) beschrieben haben. Die Nachweisbarkeit 
ler Glycerophosphat-apodehydrase sowie der anderen Apodehy- 
drasen in Knzymlésungen aus Muskel —- mégen diese glykolyse- 
aktiv sein oder nicht — ist eine Frage der Methode, die man 
verwendet. Fehlt naimlich in den Enzymlésungen die in der 
vorliegenden Mitteilung erwihnte, neu aufgefundene Wasserstofi- 
iibertragende Komponente, so kann die Methylenblau- bzw. Sauer- 
stoffzehrungs-Methode die Anwesenheit von Dehydrasen nicht ver- 
raten, weil dann der Wasserstoff von der Dihydro-cozymase nicht 
auf den Farbstoft weiterbefordert wird. Wie wir gezeigt haben, 
fehlt diese bisher unbekannte Komponente tatsiichlich hiufig in 
léslichen Muskelenzym-Fraktionen. In solchen kénnen also die 
Apodehydrasen nur dadurch nachgewiesen werden, daB man die 
Hydrierung der Cozymase durch die betreffenden Substrate 
direkt miBt. 

Dewan und Green glauben, dab die Cozymase-katalysierte 
Reaktion zwischen ‘Triosephosphat. bzw. Glycerophosphat und 
Brenztraubensiure nicht durch Koppelung der betreffenden De- 
hydrasen, sondern durch die Wirkung einer speziellen ,,Mutase“ 
ivgl. 5, 2) zustande komme. 

Wir kénnen in dem bisher vorliegenden experimentellen 
Material keinen Anhaltspunkt fiir eine derartige ,,Mutase“ finden, 
sondern glauben im Gegenteil, daB alles, was iiber die Muskel- 
dehydrasen und ihre Koppelung durch unsere Versuche bekannt 
geworden ist, fiir die Richtigkeit der von uns vertretenen Aul- 
lassung vom Mechanismus der Oxydoreduktion spricht [,,Zwei- 
Knzym-Schema“, Gleichungen (2—3)]. Bisher ist nur ein einziges 
Knzym bekannt geworden, welches allem Anschein nach als eine 
wirkliche Mutase angesprochen werden kann. Ks ist die friiher 
von Kuler und Brunius!%) und neuerdings von Dixon und 


") Diese Z. 175, 52 (1928). 


bo 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 


18 E. Adler, H. v. Euler und W. Hughes, 


Lutwak-Mann!?¥%) studierte Aldehydmutase der Leber. Dic 
letzteren Autoren teilen mit, daB das von ihnen gereinigte Alde. 
hyd-dismutierende Enzym frei von sowohl Aldehyd- wie Alkohol- 
dehydrase sei. Dies deutet darauf hin, daB die Oxydoreduktioy 
zwischen beiden Aldehydmolekiilen sich an einer einzigen Apo. 
mutase vollzieht, wobei Cozymase den Wasserstoff von einem 
Aldehydmolekiil auf das andere iibertriigt. 

Weder in der interessanten Arbeit von Dixon und Lutwak-Manp 
noch in der von Dewan und Green, in welcher die Mutasefrage diskutiert 
und die Natur der Mutasewirkung gekennzeichnet wird, befindet sich ein 
Hinweis darauf, daB wir bereits friiher ‘*) die Theorie einer solchen Cozymase- 
bedingten Mutase formuliert haben. Wir besprachen dort die Méglichkeit 
es sei eine Apodehydrase wirksam, welche Affinitit zu beiden Substrat- 


molekiilen besitzt“ und ferner ,,wie weit das Schema A etwa dem Mechanismus 
homogener Dismutationen, z. B. der Acetaldehyddismutation“, entspreche. 


Was nun die in Muskelextrakten bzw. die in der ldslichen 
Enzymfraktion ([V) der vorliegenden Mitteilung verlaufenden Oxydo- 
reduktionsvorginge betrifft, so mu8 betont werden, daB sie nicht 
dem Reaktionstypus der Aldehydmutase von Dixon und Lut- 
wak-Mann zugeordnet werden kénnen. Wie wir gezeigt haben, 
geht die Oxydoreduktion zwischen Glycero-phosphat und Pyru- 
vinat nur in solchen Enzymfraktionen vor sich, in denen sowohl! 
Glycerophosphat- wie Lactico-Dehydrasewirkung nachweisbar sind. 
Bei der echten ,,Mutase“ dagegen sind offenbar die Dehydrierungs- 
reaktionen am Donatormolekiil sowie am reduzierten Acceptor- 
molekil nicht direkt demonstrierbar. 

Wir kénnen natiirlich letzten Endes noch nicht ganz aus- 
schlieBen, daf neben den durch Dehydrasekoppelung verlaufenden 
Oxydoreduktionen nicht auch noch eine echte ,,Mutase“ wirksam 
ist. Soviel aber ist sicher, daB in Muskel neben dem Enzyn, 
welches die Hydrierung der Cozymase durch Glycerinphosphor- 
siiure katalysiert (Glycerinphosphorsiure-apodehydrase) eine vou 
diesem Enzym verschiedene, Lactico-apodehydrase vorkommt, und 
daB damit die Méglichkeit zur Oxydoreduktion zwischen diesen 
beiden Systemen gegeben ist. Um endgiiltig zu entscheiden, dab 
die Glycerophosphat-apodehydrase eine echte auf das Substrat 
spezifisch eingestellte Apodehydrase, und nicht, der Hypothese 
von Green und Dewan entsprechend, eine auch auf Lactat- 
Pyruvinat eingestellte Apomutase ist, miBte allerdings noch eine 


13) Biochemie. J. 31, 1347 (1937). 
4) Vgl. Anm. 3, und zwar S. 254—255, insbesondere ,,Schema A“. 
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Abtrennung des Lactat-dehydrierenden Apoenzyms von dem 
Glycerophosphat-dehydrierenden durchgefiihrt werden, z. B. in 
.Lésung IV“, wo beide Wirkungen sich nebeneinander befinden. 
Ks ist jedoch ganz unwabrscheinlich, daB das in ,,Lésung IV“ 
yorhandene Lactat-dehydrierende Enzym etwas anderes darstellt 
als die gew6hnliche Lactico-apodehydrase; die Lislichkeit eines 
sewissen Anteils erscheint ganz natiirlich. Wir fanden z. B., dab 
Jensen-Sarkom, das an sich arm an Glycerophosphat-dehydrase 
ist, bei der in Abschnitt 1 beschriebenen Fraktionierung eine 
.Lésung IV“ liefert, die ebenfalls Lactico-apodehydrase enthiilt, 
aber praktisch frei von Glycerophosphat-dehydrase ist. Die Ver- 
gesellschaftung der beiden Apodehydrasen in der léslichen Muskel- 
fraktion ist eine mehr oder weniger zufiillige, und es wire ver- 
fehlt, aus dem Nebeneinander der beiden Wirkungen daraut 
schlieBen zu wollen, daB diese an ein einziges Enzym, eine 
.Mutase“, gekniipft seien. Wir halten die Wahrscheinlichkeit, dab 
Lactat-dehydrierung bzw. Pyruvinat-hydrierung durch zwei ver- 
schiedene Cozymase-bedingte Enzyme, d.h. die bekannte Lactico- 
dehydrase und die von Green postulierte Glycerophosphat—Pyru- 
vinat-Mutase vollzogen werde, fiir sehr gering. 

Was hier iiber die Dehydrasekoppelung bei der Oxydo- 
reduktion zwischen Glycerophosphat und Brenztraubensiure gesagt 
ist, gilt analog fiir die Oxydoreduktion zwischen Glycerophosphat 
und Oxalessigsiure. 


Zur Frage nach dem Inhalt des Begriffs ,,Mutase“ (Redoxase) sei noch 
darauf hingewiesen, daB an sich jede Apodehydrase, die Affinitit zu 
mehreren Substraten hat, als oxydoreduzierendes Enzym fungieren und folg- 
lich auch als Aporedoxase aufgefaBt werden kann. Es ist z. B. bekannt, dab 
Alkohol-apodehydrase aus Hefe nicht nur Affinitiit zu Athylalkohol, sondern 
auch zu héheren homologen Alkoholen hat. Man hat keinen Anhaltspunkt 
dafiir, daB hier spezifische Apodehydrasen vorliegen. Dehydriert man also 
z.B. Athylalkohol durch Cozymase + Apodehydrase und hydriert sodann 
mit Hilfe der gebildeten Dihydro-Cozymase z. B. Propylaldehyd'’), so hat 
man an der Apodehydrase eine Oxydoreduktion zwischen Athylalkohol und 
Propylaldehyd vollzogen. Ein anderes Beispiel solcher Art bietet die Lactico- 
apodehydrase, falls man mit N. B. Das") annimmt, daB dieses Enzym mit 
der Malico-apodehydrase identisch sei. Dann kénnen an dieser Apodehydrase 
Oxydoreduktionen zwischen Milchsiure und Oxalessigsiure, bzw. Apfelsdure 
und Brenztraubensiiure durch Cozymase katalysiert werden. Gegeniiber 
solchen auch als Redoxase wirksamen Apodehydrasen nimmt jedoch die 
Aldehydmutase nach Dixon und Lutwak-Mann”) eine Sonderstellung 

15) Kin solcher Versuch findet sich in °), und zwar S. 251. 

6) Biochemic. J. 31, 1116 (1937). 


9) * 
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ein, indem sie nicht imstande ist, das reduzierte Acceptormolekii!l (Alkoho)) 
allein zu dehydrieren. 


Hypothetisch 1iBt sich noch ein weiterer Fall einer Mutase (Redoxase 
denken, wenn man annimmt, daB 2 Apodehydrasemolekiile, deren Systeme 
durch Cozymase verkniipft werden kénnen, sich zu einem einzigen Molekii| 
zusammenlagern. 

Wir werden in einer folgenden Arbeit Versuche mitteilen, wo- 
nach die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde zugunstey 
der Existenz der a-Glycerophosphat-apodehydrase und gegen die 
Existenz der betreffenden ,,Mutase“ sich auch auf die Triosephosphat- 
apodehydrase iibertragen lassen. Ks sei hier nur vorweggenommen, 
daB bei der Fraktionierung von Muskelextrakt die Triosephosphor- 
siure-apodehydrase wie die Glycerophosphat-apodebydrase in die 
lésliche Fraktion IV gelangt. Sie kann im Thunberg-Versuch 
erst nach Erginzung des Systems durch Cozymase und dic 
Wasserstoff-iibertragende Komponente der Sedimentfraktionen bzv. 
Flavinenzym nachgewiesen werden. Im spektrometrischen Versuch 
wird dagegen mit ,,Lésung 1V“ + Triosephosphat keine Dihydro- 
Cozymase gebildet, weil diese an der gleichzeitig anwesenden 
Glycerophosphat-apodehydrase sofort wieder durch Triosephosphat 
dehydriert wird. Aus Hefe lassen sich aber, wie friiher*) beschrieben. 
Enzympraparate gewinnen, die frei von Glycerophosphat-dehydrase 
sind, aber Triosephosphat-dehydrase enthalten; mit solchen 
Knzymen kann die CoH,-Bildung spektrometrisch nachgewiesen 
werden. Dies spricht auch dafiir, daB eine echte Triosephosphat- 
apodehydrase, und nicht eine ,,Mutase“ vorliegt. Von englischen 
Autoren !*) wird in letzter Zeit auf Grund von Versuchen iiber 
Jodacetat-Hemmbarkeit der Dismutation und der damit verkniipften 
Phosphorylierung die Existenz einer Triosephosphatmutase neben 
der Dehydrase angenommen. Wir werden hierauf in einer folgenden 
Arbeit zuriickkommen. 


Zusammenfassung. 

1. Durch fraktionierte Fallung von rohem Muskelextrakt werden 
unlésliche Proteinfraktionen erhalten, die Lactico- aber nicht 
Glycerophosphat-apodehydrase enthalten. Dies beweist die Ver- 
schiedenheit dieser beiden Apodehydrasen. 

2. Die Glycerophosphat-apodehydrase befindet sich in der 
lislichen Fraktion, die daneben auch Lactico-apodehydrase enthiilt. 


17) Vgl. I. M. Innes, Biochemie. J. 31, 1586 (1937). D. M. Needham 
u. Pillai, Biochemie. J. 31, 1837 (1937). 





Bi 








lkohol) 


doxase 


ysteme 


lolekii} 


1, WO- 
insten 
n die 
phat- 
amen, 
sphor- 
n die 
rsuch 
| die 
| baw. 
rsuch 
ydro- 
inden 
sphat 
eben. 
drase 
Ichen 
lesen 
phat- 
schen 
iiber 
pften 
eben 
nden 


rden 
nicht 
Ver- 


der 
hilt. 


ham 


Uber die Komponenten der Dehydrasesysiteme. XVIII. 21 


Diese beiden Apodehydrasen reduzieren in Gegenwart ihrer 


' Substrate Cozymase zu Dihydro-Cozymase, was spektrometrisch 


nachgewiesen wird. Dagegen kénnen die in der léslichen Fraktion 


' enthaltenen Apodehydrasen nicht im Thunberg-Versuch in Er- 
' scheinung treten, weil in dieser Fraktion eine Enzymkomponente 
| fehlt, welche den labilen Wasserstotf der Dibydro-Cozymase aut 


Methylenblau itibertragt. 


3. In den unter 1. genannten Proteinfallungen aus Muskel- 
extrakt ist ein — mit Flavinenzym nicht identisches —- Enzym 


| oder Enzymsystem enthalten, welches die Ubertragung des labilen 


Wasserstoffes der Dihydro-cozymase auf Methylenblau und Cyto- 


chrom katalysiert. 


4. Eine Oxydoreduktion zwischen Glycerinphosphorsiiure und 
Brenztraubensiure findet nur in solchen Muskelextrakt-Fraktionen 
statt, die sowohl Glycerophosphat-apodehydrase wie Lactico-apo- 
dehydrase enthalten. 

5. Auf Grund dieser Befunde wird die Frage diskutiert, ob 
das friiher von uns aufgestellte Zwei-Enzymschema der Oxydo- 
reduktion (Gleichung 2 und 3), welches eine Koppelung von 
2 Dehydrasesystemen — in denen zwei voneinander verschiedene, 


_ substratspezitische Apodehydrasen wirksam sind — durch Co- 
| dehydrase zum Ausdruck bringt, auch fiir die unter 4. genannte 
Oxydoreduktion zutrifft. Die Frage wird bejaht und die von 
Green und Dewan gemachte Annahme einer Glycerophosphat— 


Pyruvinat - Mutase (Redoxase) — also eines einzigen Enzyms, 


: welches Affinitit zu beiden Substratmolekiilen besitzt — als un- 


wahrscheinlich betrachtet. 


Nachschrift bei der Korrektur (17. 1.38). 


In Dezemberheft des Biochemic. J. [81, 2327 (1937)] ver- 
dfentlichen Green, Needham und Dewan eine ausfithrliche 
Arbeit iiber ,,Dismutations and Oxidoreductions“. In Uberein- 


| stimmung mit der von Dewan und Green*) geiuferten Aut- 
| fassung werden die Oxydoreduktionen zwischen Glycerinphosphor- 
| siure sowie zwischen Triosephosphorsiure und @-Ketosiuren der 
| Wikung von ,,Mutasen“ zugeschrieben. Wir kénnen aber in den 
_ Zahlreichen Versuchen der englischen Autoren keinen Beweis fir 


die ,Mutase“-Theorie finden; die Versuche lassen sich im Gegen- 


teil widerspruchsfrei mit der von uns vertretenen Anschauung 
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vom Zusammenwirken zweier substratspezifischer Dehydrasen er. 


klaren. 

Green und Mitarbeiter gehen aus von der Beobachtung, 
da8 in Muskelextrakten, die glykolysefihig sind und daher we 
Oxydoreduktionen wie ‘Triosephosphat—Brenztraubensaure oder 
Glycerophosphat—Brenztraubensiure zu katalysieren vermicen, 
die betreffenden Dehydrasen mit Hilfe der Thunberg- oder 
Atmungs-Methodik nicht oder nur schwach nachweisbar sind’, 
Die Autoren werden dadurch zur Annahme besonderer .,Mutasen‘ 
verleitet. Wir wissen aber jetzt, daB der Nachweis der Apo- 
dehydrasen mit den genannten Methoden nur deshalb nicht 
gelang, weil in den Extrakten der an die unldéslichen Muskel- 
partikel gebundene, neu aufgefundene Zwischenkatalysator felilte 
(vel. S.9 und 17). Im iibrigen hatten wir aber durch spektro- 
metrische Messung der Dihydro-cozymasebildung in solchen Enzym- 
lésungen schon vor langerer Zeit’) die fiir die fraglichen Oxydo- 
reduktionen in Betracht kommenden Apodehydrasen nachgewiesen, 
Wie aus der Arbeit der englischen Autoren hervorgeht (vgl. dort 
S. 2348, FuBnote), sind sie wihrend der Drucklegung ihrer Arbeit 
auf die Funktion des neuen Wasserstoff-iibertragenden Katalysators 
aufmerksam geworden; auf Grund ihrer Versuche unter Ein- 
beziehung dieses Katalysators kommen die Autoren dann zu dem 
Ergebnis, daB zwischen ,,Mutasen“ und ,,typischen Dehydrasen’ 
viele Ahnlichkeiten, aber keine grundlegenden Unterschiede be- 
stehen. Die Autoren schreiben in dem nachtriglich umgearbeiteten 
Abschnitt ihrer Arbeit: ,,As yet there is no evidence for decision 
one way or the other on the question whether the mutase is 
two separate enzymes working together or two enzymes fused 
into one.“ Die Autoren sind also offenbar schon selbst von ihrer 
urspriinglichen Ansicht, daf bei den betreffenden Oxydoreduk- 
tionen eine ,,Mutase“, also ein einziges Enzym mit 2 Affinitits- 
zentren, wirksam sei, abgekommen, und ziehen héchstens noch 
eine Verschmelzung von 2 Apodehydrasen in Betracht (vgl. unsere 
gleichartige Erwigung S. 20). Aber auch eine solche, an sich 
interessante, ,abgeschwachte“ Mutase-Vorstellung fiir die Enzyme 
der Oxydoreduktion entbehrt bisher jeglichen Beweises. Zwanglos 
erkliren sich alle Befunde nur mit der Reaktionskoppelung zweier 
Systeme — mit je einer selbstiindigen Apodehydrase — durch 
die Codehydrase. 


*) Wir hatten frither dieselbe Feststellung gemacht. Vgl. 1%), S. 234 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XVIII. 23 


In der Seite 20 angekiindigten Arbeit, zu der die Versuche bereits 
abgeschlossen sind, werden wir ausfiihrlicher auf einige experimentelle 
Widerspriiche zwischen den Befunden der englischen Autoren und unseren 
eigenen Befunden eingehen. Hier sei nur vorweggenommen, da8 wir im 
Gegensatz zu Green und Mitarbeitern (a. a. O., S. 2346) niemals eine 
Hemmung der Cozymasehydrierung im System Glycerophosphat + Muskel- 
extrakt + Cozymase durch Jodacetat fanden. Jodacetat-hemmbar sind nach 
unseren Versuchen nur die Alkoholdehydrase {in Ubereinstimmung mit 
Dixon, Nature, 140, 806 (1937)] und die Triosephosphatdehydrase. Die 
weitere Angabe der englischen Autoren (a. a. O., S. 2341), dab die Dis- 
mutation zwischen Glycerophosphat und Pyruvinat durch Jodacetat ge- 
hemmt werde, ist nicht stichhaltig: die beobachtete Hemmung bezieht sich 
auf die Bildung von fixer Séiure (Phosphoglycerinsiure) und betrifft daher 
gar nicht die eigentliche Oxydoreduktion zwischen Glycerophosphat und 
Pyruvinat — diese verliuft ohne Saiurezuwachs und tritt in der mano- 
metrischen Versuchsanordnung nicht in Erscheinung —, sondern betrifit 
die sekundire Oxydoreduktion zwischen dem in der ersten Phase gebildeten 
Triosephosphat und Brenztraubensiure. Wir fanden vor einiger Zeit durch 
Messung der gebildeten Milchsiure erwartungsgemib, daB die eigentliche 
Oxydoreduktion Glycerophosphat-Brenztraubensiure durch Jodacetat nicht 
gehemmt wird, da die beiden daran beteiligten Apodehydrasen Jodacetat- 
resistent sind. 

Wir glauben, auf Grund unserer Versuche nicht nur die 
Kxistenz einer Glycerophosphat-,,Mutase“, sondern auch die einer 
Triosephosphat-,,Mutase“ ablehnen zu miissen. Bei den betreffen- 
den Oxydoreduktionen sind nur die entsprechenden Apodehydrasen 
wirksam. Die Triosephosphat-apodehydrase katalysiert in Koppelung 
mit der Lactico-apodehydrase die gemischten Oxydoreduktionen 
zwischen Triosephosphorsiure und «-Ketosiuren: in Koppelung 
mit der Glycerophosphat-apodehydrase katalysiert sie die homo- 
gene Dismutation der Triosephosphorsiure !*). Enzymlésungen 
aus Gehirn enthalten ‘Triosephosphorsiure- und Lactico-apo- 
dehydrase, aber keine Glycerophosphat-apodehydrase. In solchen 
Lésungen geht wohl die Oxydoreduktion 'Triosephosphorsiure— 
Brenztraubensiure, aber nicht die Dismutation zwischen zwei 
Triosephosphorsaure-Molekiilen vor sich. Ebensowenig erfolgt 
mit solchen Enzymlésungen die Oxydoreduktion Glycerinphosphor- 
siiure—Brenztraubensaure. 


4 
2 





KinfluB der Eingaben von Ascorbinsdure und Citrin 
auf den Gehalt des Meerschweinchenblutes 
an vitalfarbbaren Erythrocyten. II”). 


Von 


Hans y. Euler und Maj Malmberg. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1937.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung?) wurden Versuche mit- 
geteilt, bei welchen nach Eingabe von Ascorbinsaéure sowie von 
Citrin nach 1—3 Tagen eine auffallende Steigerung der Reticulo- 
cyten (vitalfirbbaren roten Blutzellen) im skorbutischen Meer- 
schweinchenblut eintrat. Der Gehalt der vitalfarbbaren roten 
Zellen erreichte dann einen schnell voriibergehenden Maximalwert 
bis zu 30°/, der Gesamtmenge der roten Blutzellen. Wir haben 
in der genannten Arbeit nur unser experimentelles Material mit- 
geteilt und die Diskussion desselben aufgeschoben ,,bis wir in 
weiteren Versuchsreihen die bei Skorbut eintretende Anadmie der 
Meerschweinchen niaber charakterisiert und den Zusammenhang 
dieser Aniimie mit der Bildung vitalfiirbbarer Erythrocyten fest- 
gestellt haben“. In diesem Sinne haben wir unsere friiheren Ver- 
suche fortgesetzt und der vermutete Zusammenhang unseres Effektes 
mit der Anamie hat sich nun tatsichlich feststellen lassen. 


Experimentelles. 


Beziiglich der Methodik der Gehaltsbestimmung von vitalfiirbbaren 
Erythrocyten verweisen wir auf unsere erste Mitteilung (a. a. O. S. 85). Was 
die Bestimmung der gesamten Erythrocyten betrifft, so wurden dieselbeu 
in der tiblichen Weise in der Biirkerschen Kammer ausgezihlt, und zwar 
jedesmal in 80 Quadraten. 

Die Versuchstiere wurden mit unserer gewohnlichen skorbuto- 
genen Kost skorbutisch gemacht. Wie in einer friiheren Mitteilung 
bereits betont wurde’), tritt in Zusammenhang mit Skorbut oft, 


aber nicht regelmiBig, bei Meerschweinchen Animie ein. Auch 


') Vorgetragen beim 5. Nordischen KongreB f. Physiologie, Uppsala, 
August 1987. 
*) Euler u. Malmberg, Diese Z. 249, 85 (1937). 
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die friiheren Beschreibungen der skorbutischen Andamie zeigen, 
daB es sich hier nicht um eine einheitliche Wirkung handelt, 
sondern um einen Erscheinungskomplex. Bei eingetretenem starken 


| Skorbut, also nach 23—28 Tagen betriigt die Abnahme der nor- 
| malen Blutzellen in der Regel 20—30°/,. Bei allen solchen Meer- 


schweinchen ist durch EKingabe von Ascorbinsiiure bzw. Citrin 
eine starke Neubildung vitalfirbbarer Erythrocyten aufgetreten. 
\esentlich fiir die Beurteilung dieses Effektes ist unser in dieser 
Mitteilung gefiihrter Nachweis, daB die erwihnte Neubildung und 
Steigerung der Menge der vitalfiirbbaren Blutkérperchen erst aul- 


Krythrocyten 


stattgefunden hat. 


Tabelle 1. 


Meerschweinchen 377. 


tritt, wenn vorher ein starker Abfall der Menge der normalen 





‘Tage der Vorperiode 
mit Ascorbinsiiure-freier Kost 


1216 18/20 | 22! 23 

















Versuchstage mit tiglicher 
subeutaner Injektion von 
5 mg Ascorbinsiure 








in ‘lo 








| 1 | 2 8 | 4 d 
A | = - i 
Mill. Erythro- r . oe eee ee oe . 
oe mi ae 16,58) 5,88 5,47 | 5,91 | 5,45 | 5,87] 4,74 | 5,85 | 6,06 | 5,98 6,11 
Vitalfirbbare | 
Erythrocyten [0,8 — 1,6 12,0 (54 4,4 [7 2,6 (1,5 (1,5 | 1,5 
me | 
Tabelle 2. 
Meerschweinchen 378 (starker Skorbut). 
_ Mill. Erythro- a . es ee : 
| ees a eal 5,08 5,80 | 5,30 5,19 4,24! 4,66] 3,82 3,54 3,42/3,71 
Vitalfairbbare | 
Erythrocyten |/0,2 | — (0,6 |0,4 (0,4 |0,2 [0,4 {1,5 2,8 | 5,4 
in °, j 
Tabelle 3. 
Meerschweinchen 879 (schwacher Skorbut). 
Tage der Vorperiode Versuchstage mit tiglicher 
: ae nity A subcutaner Injektion von 
122 |16 | 18/20 | 22/287 1 {| 2 | 8 | 4 
: Mill. Erythro- oe ; ¥ | | | ; ™ | | 
I cyten. sam nen | evr4 | 648 | 5,44 5,77 5,04 5,62 — | 5,84 | 5,08 | + 
Vitalfiirbbare | | | 
Erythroeyten i‘ - 3,5 (2,2 |1,5 | 2,0 3 2 5,4 
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Tabelle 4. 


Meerschweinchen 380. 


berg, 








Tage der Vorperiode _ 
mit Ascorbinsiure- freier Kost 


Versuchstage mit tig. subcuts 
Injekt. von 3 and Ascorbinsiy 








































2 | 7 ak 14| jaz] 20, 21 22/25 | az| 1 | 2 | 8 | 4{5ii 
—— ——_———— — — ‘ee as — a — an 
Mill. perany | | oe as 5, 
cyten pro cmm 3 5,69 6,63 6,68 7, 52! 5,67/5,2 20 5,04,98 460 3, sa a 
Vitalfirbbare ; | } | 
Erythrocyten ta 2 1 {1 (0,8 0, 8 0,8 1 ‘8 10 oo 4(7 (6 4 
in %/, | | | 
T sbulle 5, 
Meerschweinchen 382. 
7 ro ce Versuchstage mit 
Tage der Vorperiode tigl. subeut. In. 
mit Ascorbinsiure-freier Kost jektion von 5 mg 
Ascorbinsdure 
ih la Mn Rl Bed 22 | | 25 | at] 1 2/3 
Mill. Erythro- || 2 ol any! a oh Sree 
cyten pro emm 6,63) 6,04 | 6,02 | 6,61 | 6,54 | 5, 53 | 15, 14 5,05] 3,59; 5,12) 4 
Vitalfairbbare | 
Erythrocyten ta 12,4 11 [02 |02 '2 |2 '10 17,6 | 14 
my, 





Tabelle 6. 


Meerschweinchen 388. 














Mill. Erythro- 

cyt. pro cmm 

Vitalfirbbare 

Erythrocyten 
in “*/, 








“Tage der Vorpesiode 
mit Ascorbinsiure-freier Kost 





2 | 7/14 | 17]20 | 22/25 | 27 
| | 
| 5,66 5,92)6,86 6,46 5,92 5,78 — | 5,7 
j | ' | 
0 4 1 02;/—|0 |— i 
| 


| 
Tabelle 7. 


Meerschweinchen 389. 


Versuchstage mit tigl. 
subeutaner Injektion 
vou 5 mg Citrin 





1|/2!si4/5 
| | 

5,81 6,58'6,00'5,90 6,11 

i3 j10 |— 2/2 








Tage der Vorperiode 


mit Ascorbinsiure-freier Kost 


Versuchstage mit 
tig]. subcut. Injekt. 
von 5 mg Citrin 





= Bd 17 | 





20 | 22 | 27 


1 | 2 | 3 











Mill. “Erythro- 


cyten pro cmm 
Vitalfairbbare 
Erythrocyt. in °/, 





| 5,67 596) 672 624) 901 5,67 | 8,89 
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Besprechung. 


Die letzte Zeile der Tab. 1—6 bestitigt den in unserer vor- 
hergehenden Arbeit beobachteten und hervorgehobenen Anstieg 
der vitalfarbbaren roten Blutzellen nach Eingabe von Ascorbin- 
siure. Dieser Anstieg betrug entsprechend unseren friiheren Ver- 
suchen 1—2 Tage nach der Ascorbinsiure-Injektion das Mehrfache 
der urspriinglichen Reticulocytenzahl und erreichte sogar das 
{5fache des Ausgangswertes. 

Es erschien uns nun wichtig, und zwar nicht nur fir das 
Studium der vorliegenden Beobachtungen, sondern auch fiir das 
Verstiindnis der Heilwirkungen der Vitamine iiberhaupt, iiber den 
KinfluB der Ascorbinsiure auf die Bildung der roten Blutzellen 
eine Vorstellung zu gewinnen, welche sich wenigstens als Arbeits- 
hypothese verwenden 1aBt. 

Uber den chemischen Vorgang der Ascorbinsaiurewirkung auf 
das Blut ist bis jetzt so gut wie gar nichts bekannt geworden. 
An einer Anzahl Patienten haben Seyderhelm und Grebe?) 
Steigerungen des Reticulocytengehaltes nach Vitamineingabe ge- 
funden, und zwar sowohl von C- als D-Vitamin, und sie nehmen 
an, daB es sich um Ausschwemmung der Reticulocyten aus dem 
Knochenmark handelt. Leider findet man in der Monographie 
der genannten Autoren keine genaueren Angaben iiber den Zu- 
stand und das Blutbild der Patienten. Wir kénnen also hier 
nur auf unser eigenes umfangreicheres Material an Meerschwein- 
chen Bezug nehmen. 

Das wesentliche Ergebnis unserer Versuche liegt in dem 
Nachweis, daB die Voraussetzung fiir die Ascorbinsaure- 
wirkung auf die Reticulocytenzahl — wenn man von ner- 
vésen Kinfliissen usw. absieht — eine Anaimie ist, welche durch 
Ascorbinséurezufuhr geheilt werden kann. 

Der primaire AnlaB zu dem gemessenen Effekt der Reticulo- 
cytenvermehrung ist also die beim Skorbut meist eintretende 
Verarmung an roten Blutzellen. Wird dann durch Eingabe von 
Ascorbinséure der AnlaB zu dieser Verarmung aufgehoben, so 
setzt die Ergiinzung der roten Blutzellen ein. Bis ihre normale 
Zahl wieder hergestellt ist, mu8 die Zahl der jungen vitalfarb- 
baren Erythrocyten iiber die normale Zahl hinaus wachsen. Der 
Grad dieser voriibergehenden Zunahme wird offenbar um so héher 


1) Seyderhelm u. Grebe, Vitamine und Blut. Leipzig, Barth 1935. 
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sein a) je vollstiindiger im Blut der AnlaB zur Andmie aufgehoben 
ist, und b) je gréBer die Zahl der zu ergiinzenden Erythrocyten ist, 

Der Umstand, da8 bei unseren Versuchen auch noch andere 
Stoffe als Ascorbinséure die Animie beeinflussen, ist die Ursache, 
daB eine Parallelitat zwischen dem Grad der Neubildung der rotey 
Gesamtblutzellen und der vitalfarbbaren Zellen nicht deutlicher 
hervortritt. Es muB ferner in Betracht gezogen werden, daf ja 
die Ausbildung der kernlosen roten Blutzellen eine zeitliche Folge- 
erscheinung des vermehrten Auftretens der kernhaltigen jungen 
Zellen sein muB, daB also die beiden Effekte zeitlich gegeneinander 
verschoben sind. Der Endeffekt bei unseren Versuchen ist also 
zunichst die Animie durch Ascorbinsiuremangel und die Blut- 
bildung durch die Ascorbinsiure. 

Man findet in der Ascorbinsiure-treien Vorperiode ausnahmslos 
eine deutliche Abnahme der Gesamtzahl der roten Blutzellen, und 
zwar erfolgt diese Abnahme zwischen dem 12.und 23. Tag naturgemib 
mit groBen individuellen Variationen. Die nach den ersten 3 Wochen 
allmihlich einsetzende Animie wird in den folgenden Tagen, bei aus- 
brechendem Skorbut bedeutend stirker. Die gréBte Abnahme der 
roten Blutzellen (Differenz vom normalen Zustand bis zum Minimum) 
betrigt im Mittel 20—30°/, und iibersteigt manchmal 50°/,; kurz 
vor dem Skorbuttod sinkt die Erythrocytenzahl besonders stark. 

Es liegt hier eine reine Skorbut-Andimie vor. Erfolgt dic 
Kingabe von Ascorbinsiure rechtzeitig'), so erholt sich das Tier, 
die skorbutischen Symptome gehen zuriick und im Verlauf von 
einigen ‘Tagen erreicht die Gesamtzahl der Erythrocyten ihre 
normale Hohe. In einigen Versuchen wurden ahnliche anti-animische 
Wirkungen mit Citrin erzielt. 

Aus der Frage nach dem HinfluB der Ascorbinsiure auf die 
Vermehrung der vitalfarbbaren roten Blutzellen ergibt sich nun 
als wichtigste Problemstellung dieses Gebietes folgendes: In 
welcher Weise kann Ascorbinsiiuremangel die Entstehung von 
Animie hervorrufen? Hier mu8 gleich betont werden, daB unsere 
Kenntnisse iiber die Biochemie der Ascorbinsiure noch sehr un- 
vollstindig sind. Uber die Chemie der Ascorbinsiure und ihre 
Konstitution ist dagegen wohl alles Wichtige bekannt. Man kennt 
die fiir Reduktone charakteristische Gruppe: —C=C—, ferner 

HO OH 
die hohe Reaktionsfahigkeit der Reduktone gegen Stoffe wie 


') Bei einigen durch den Skorbut besonders geschwachten Tieren trat 
der Tod trotz der C-Zufuhr ein. 





tm ——_ irs Ga Cemeed® Gaee® isd as. 








shoben 
en ist, 
andere 
‘sache, 
* roten 
tlicher 
JaB ja 
Folge- 
jun gen 
lander 
t also 


Blut- 


imslos 
1, und 
yemiib 
ochen 
1 aus- 
1e der 
imum) 
kurz 
stark, 
st die 

Tier, 
f von 

ihre 
1ische 


if die 
1 nun 
In 

* von 
nsere 
r un- 
ihre 
kennt 
erner 


. wie 


n trat 





EinfluB der Kingaben von Ascorbinsiure und Citrin usw. 29 


Kupfersulfat in saurer Lésung und die Autoxydation unter Kinfluf 
yon Cu-Spuren?). Dihydro-ascorbinsdure wird nach den Erfahrungen 
dieses Instituts durch Dihydrocozymase reduziert. Karrer, Kuler 
und Hellstrém?) beschrieben schon vor lingerer Zeit die Beob- 
achtung, da Ascorbinsiure das Hamin zu ,griinem Hamin“ um- 


' zawandeln vermag und wiesen auf iihnliche Effekte im Organismus 
hin’). Lemberg, Coris-Jones und Norrie‘) zeigten dann, dab 


| Ferri-Himochromogen Ascorbinsiure oxydieren kann und dab 


Ferro-Himochromogen vom molekularen Sauerstoff reoxydiert wird. 


' SchlieBlich fanden Edlbacher und y. Segesser®), daB ,,griines 
| Himin“ entsteht, wenn Ascorbinsiiure mit hiimolysierten Erythro- 


cyten bei p, = 7,2 in Gegenwart von Sauerstoff reagiert. 
Die von einem von uns schon friiher gemachte Annahme’%), 
dab zu denjenigen Vitaminen bzw. zu denjenigen Ergonen, welche 


erst durch ein Apo-Enzym ihre volle Aktivitit erreichen, auch 


Ascorbinsiure zu rechnen ist, schien mit Versuchen von Hopkins 


wd Morgan’) in Ubereinstimmung zu stehen®). Bereits 1931 


hat A. v. Szent-Gyérgyi®) in Pflanzen ein Enzym gefunden, 


| welches wir als Apo-Enzym der als Coenym (Wirkstoff) fungierenden 
' Ascorbinsiiure ansehen. Der Ascorbinsiure kommt nach unserer 


Auffassung, der sich auch Szent-Gyérgyi?®) anschlieBt, die Rolle 


' eines Wasserstoffiibertrigers zu. In Betracht kommt ferner, daB die 
_ Ascorbinsiure als Oxydo-Reduktionspuffer in einem oxydoreduktiven 
| System fungiert und in einem solchen das Oxydoreduktionspotential 
' erniedrigt. Unter der erstgenannten Annahme sollte man allerdings 


!) Vgl. Zilva, Biochemic. J. 29, 1028 (1935); Karrer, Salomon, Morf 
u. Sechépp, Biochem. Z. 258, 4 (1933); Euler, Myrbick u. Larson, 
Diese Z. 217, 1 (1988). *) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 6 (1933). 

*) Vgl. hierzu Marie Fischer, Biochem. Z. 292, 16 u. 271 (1937). 

') Nature (Lond.) 139, 1016 (1937). 5) Naturw. 28, 461, 557 (1937). 

6) Vgl. hierzu Euler, Ergebnisse der Vitamin- und Hormonforschung 1, 
159 (1938). — Wesentlich ist fiir unsere Auffassung, daB Ascorbinsiiure 


_ als niedrig-molekulare Substanz sich frei im Organismus bewegen und 
_ transportiert werden kann und andererseits nur in denjenigen Geweben 


und Zellen verfestigt wird und zur Wirkung kommt, in welchen sich ihr 
spezifisches Apo-Enzym findet, welches mit der Ergon-Ascorbinsiure im 
Dissoziationsgleichgewicht steht, ihnlich wie die Cozymase mit ihren 
spezifisechen Apodehydrasen. 7) Biochemic. J. 30, 1446 (1936). 

8) Neue Versuche aus diesem Institut zeigen jedoch, daB die Verhiiltnisse 
bei weitem nicht so einfach liegen, wie wir nach der Mitteilung von 
Hopkins und Morgan vermutet hatten. Z. Kertész wird hierauf bald 
zuriickkommen. % J. of Biol. Chem. 90, 385 (1931). 

) Studies of Biological Oxidation and some of its catalysts. Acta 
Med. Szeged 9, 1 und zwar 92 (1987). 
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vermuten, daB skorbutische, Ascorbinsiure-arme Gewebe im Ver. 
gleich mit normalen eine wesentlich erniedrigte Fahigkeit zur 
Sauerstoffaufnahme zeigen, wofiir bis jetzt keine Anhaltspunkte 
vorliegen. Hier ergibt sich eine noch nicht geléste Sonderfrage, 

Wir gehen von der Arbeitshypothese aus, daB die skorbutischey 
Veriinderungen in einem Gewebe direkte oder indirekte Folger 
des Mangels an einem oder mehreren Zwischenkatalysatoren des 
Kohlehydratabbaues sind. Als Wasserstoffiibertriger und Oxydo- 
reduktionspuffer kann die Ascorbinsiiure direkt in das Oxydo- 
reduktionssystem der roten Blutzellen eingreifen. Unsere dies- 
beziiglichen Versuche haben einstweilen folgendes ergeben: 

Das Blutserum der Meerschweinchen erweist sich fast frei 
von Ascorbinsiure. Injiziert man physiologische Mengen von 
Ascorbinsaure intravenés in ein Meerschweinchen oder Kaninchen, 
so kann man bereits nach einer Stunde keine erheblichen Mengen 
der injizierten Ascorbinsiure im Serum nachweisen. Die Ascorbin- 
siure ist offenbar von verschiedenen Geweben oder Zellen bereits 
aufgenommen worden. Ein, allerdings kleiner Teil der Ascorbin- 
siure ist in die roten Blutzellen iibergegangen; der Nachweis, 
daB diese Blutzellen das zur Ascorbinséiure gehérende Apo-Enzym 
enthalten, ist uns bis jetzt noch nicht gelungen. Die diesbeziig- 
lichen Versuche werden fortgesetzt. Kine gewisse Ubereinstimmung 
unserer Ergebnisse besteht mit Beobachtungen von Berend und 
Marie Fischer’), auf deren Arbeit wir bald zuriickkommen. An- 
reicherung an Ascorbinsiure wird jedenfalls nicht nur durch Ein- 
gabe dieses Vitamins sondern auch durch Beeinflussung von Stofi- 
wechselenzymen erreicht. 

Der geringe aber immerhin meSbare Gehalt der Erythrocyten 
an Ascorbinséure und eventuell auch an Citrin”) steht im Gleich- 
gewicht mit dem Vorrat des iibrigen Organismus an diesen Stoffen. 

Unsere Untersuchung, die als tatsichliches Resultat die oben 
erwihnte starke Erhéhung der Menge vitalfiirbbarer roter Blut- 
zellen ergeben hat, fiihrte uns zu einer Problemstellung: 
Welche Reaktion der roten Blutzellen steht in einer 
solchen Abhangigkeit von Ascorbinsaure (und Citrin), dab 
derMangel dieserStoffe zugleich mit ty pischenSymptome 
des Skorbuts Animie hervorruft? 


1) Biochem. Z. 291, 221 (1937). 

2) Uber Citrin vgl. Szent-Gyérgyi, Dtsch. med. Wschr. 38, 1325 (1936): 
Nature (Lond.) 138, 798, 1057 (1936); 139, 326 (1987); Husz4k, Diese 7. 
249, 214 (1937). 
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Zur Kenntnis der enzymatischen Wasserstoffiibertriger 
im Muskel. 
2. Mitteilung’). 
Von 
Hans von Euler und Harry Hellstrém. 
Mit 3 Figuren im Text. 


. 
(Aus’ dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1937.) 


Nachdem in friiheren Arbeiten dieses Instituts*) festgestellt 
worden war, daB Cozymase in vielen enzymatischen Oxydoreduktions- 
bzw. Dehydrasesystemen eine unentbehrliche Komponente darstellt, 
wurde durch die Arbeiten von Adler und Hellstrém 4) die Rolle 


_ der Cozymase als Wasserstoffiibertriger erkannt, und zwar wurde 
' der Nachweis in der Weise gefihrt, daB nach Einwirkung von 
_ Alkohol und Apodehydrase auf Cozymase ein Reduktionsprodukt 
_ derselben, die Dihydro-Cozymase, CoH,, entsteht. 


Die Dihydro-Cozymase wird dann wieder zu Co dehydriert. 

An dem diesbzgl. zuerst studierten System der Alkohol- 
(ehydrase der Hefe geschieht die Dehydrierung der Dihydro- 
Cozymase durch das Flavinenzym, und zwar unter Bildung von 
Leukoflavinenzym. Die Annahme lag nahe, da8 man hier das 
Atmungssystem vor sich hat und daB das Flavin im Flavinenzym 
den Sauerstoffiibertriiger bildet. 

Nun hatte sich in Arbeiten dieses Instituts schon friher er- 
seben, daB manche tierische Gewebe arm an Flavinenzym sind, 
und es konnte deshalb in Betracht gezogen werden, dab die Zell- 
atmung in tierischen Geweben wie Muskel einen anderen Mecha- 
nismus besitzt. 

Kin never Beitrag zur Erklirung dieses Mechanismus diirfte 
durch die Entdeckung!) eines neuen wasserstoffiibertragenden 
Knzyms in Muskelextrakten gegeben sein. Beim Studium der 
¢-Glycerinphosphatdehydrase und der ‘T'riosephosphatdehydrase 


‘) 1. Mitt: Adler, Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi 12 B, Nr. 38 (1937). 

*) Euler u. Nilsson, Diese Z. 160, 234 (1926); 162, 72, (1926); 194, 
260 (1931); Andersson, Diese Z. 225, 57 (1934); vgl. auch Holmberg, 
Skand. Arch. Physiol. 1938, Suppl. 

*) Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290 (1935). 
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wurde nimlich gefunden, dab eine der Fraktionen eines Extrakte 
aus Rattenmuskel eine beschleunigende Wirkung bei der Methylen. 
blauentfarbung im Thunberg-Versuch ausiibte. Dies wurde a 
eine Wasserstoffiibertragung von Dihydro-Cozymase auf Methylen. 
blau erkannt. Das neue, mit Flavinenzym nicht identische [)j. 
hydro-cozymase dehydrierende Enzym konnte in der 1. Mitteilune 
besonders durch die Befunde gekennzeichnet werden, daB es dey 
Wasserstoff der Dihydro-cozymase auf Methylenblau und auf Cyto. 
chrom, jedoch nicht direkt auf O, tibertragen kann. Die weiter 
Untersuchung dieses Enzyms ist der Gegenstand dieser Arbeit, 


Methodik. 
Alle Messungen der Enzymwirkung und der Aktivitéit wurde: 
auf spektrometrischem Wege durchgefiihrt. Die Geschwindigkeit 
der Reaktion CoH, + Mb = Co + MbH, 


wurde an dem Verschwinden der Dihydro-Cozymase bestimmt, 
Zuerst wurde in besonderen Versuchen die Proportionalitat dieser 
Geschwindigkeit mit der Knzymkonzentration konstatiert. Die 


Versuche wurden folgendermaben ausgefihrt: 

In einer 2 em-Kiivette wurden 3,6 cem Wasser, 1 ccm Puffer py = 7,2 
0,1 cem Mb (#/,9.9 m) und 0,2 cem Enzymlésung gemischt. Dann wurde die 
Extinktion bei 884 mu gemessen und darauf wurde 0,1 cem Dihydro-Co- 
zymase (0,1 mg/eem) zugesetzt. Nun wurde die Extinktion wieder gemesse 
und zeitlich verfolgt. Der auf das Mb iibertragene Wasserstoff wird dabei 
weiter durch den Luftsauerstoff entfernt, da das System Mb,MbH, immer 
in Gleichgewicht steht mit der atmosphiirischen Luft. In den ersten Phaser 
der Enzymreinigung enthilt das Enzym sowohl Cytochrom wie Cytochrom- 
oxydase. Das Enzym iibertriigt dann Wasserstoff von CoH, auf das Cyto- 
chromsystem, und zwar mit grober Geschwindigkeit, was eine Fehlerquelle 
in der Bestimmung verursacht. Daher wurde das Eisensystem durch Zu- 
satz von 0,1 ccm 0,1 mol..KCN zu der Reaktionsmischung gehemmt. fl: 
gende Reaktionsmischungen wurden benutzt. 


Standardversuch 


| II Ii] 
0,1 eem Mb — —- 
0,1 cem 0,1 mol.-KCN 0,1 cem 0,1 mol.-KCN -- 

1 cem 1/, mol.-Phosphat- | ecem */, mol.-Puffer 1 cem Puffer 
puffer py = 7,2 Pu = 17,2 Pa = 7,2 
0,1 eem Enzym 0,1 cem Enzym 0,1 cem Enzym 
3,6 eem Wasser 3,7 ecm Wasser 3,8 cem Wasser 


Durch diese 8 Standardversuche wird die Aktjvitiét bzw. die Reinheii 
des Enzyms inbezug auf Flavinenzym (II) und Eisensystem (III) untersucht. 
Enthilt das Priparat Flavinenzym, so muB auch im Versuch II eine Ab- 
nahme der Dibydro-Cozymase eintreten, denn die Wirkung des Flavin 
enzyms wird durch KCN nicht gehemmt. Dagegen wird das Eisensystem 
wie in I gehemmt. Im Versuch III wird die Ubertragung des Wasserstotls 
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E: aufgefiillt wurde. 


Flavinenzymgehaltes gemessen. 
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auf das Cytochromsystem einschlieBlich der Wirkung eines eventuellen 
Standardversuch I gibt zum SchluB eine 
eindeutige Messung des Enzyms. Bei Anwesenheit von Flavinenzym mub 
dessen Wirkung subtrahiert werden, da, wie die Versuche zeigen, das Flavin- 
enzym nur einen addierenden Effekt hervorruft'). Das Volumen der Reak- 
tionsmischung war immer 5ccem. War das Enzym schwach, wurde davon 
mehr als 0,1 ecm und entsprechend weniger Wasser genommen. Die AKkti- 
© yitiit des Enzyms wurde in diesen Versuchen vorliufig durch die Extink- 
' tionsabnahme (Schichtdicke 2m) der Dihydro-Cozymase bei 834 mu pro 
| Minute definiert. Die Aktivitiét des Enzyms wurde dann in bezug auf 1 cem 
' Enzymlésung in der Reaktionsmischung berechnet. 


Darstellung von Dihydro-Cozymase. Die enzymatisch dargestellte 


| Dihydro-Cozymase *) ist fiir spektroskopische Versuche weniger geeignet, weil 
' das Rohprodukt ziemlich hohe Absorption durch Verunreinigungen besitzt. 
' Andererseits enthilt die durch Na-Hydrosulfit reduzierte Cozymase Sulfit, 
' das fiir den enzymatischen Versuch stérend wirken kénnte. 
| Arbeit verwendete Dihydro-Cozymase wurde nach der letzteren Methode 
| dargestellt, wobei das Sulfit aus den Priiparaten entfernt wurde. 


Die in dieser 


4,9 mg Cozymase wurden in einen 5 ccm-Kolben eingewogen, der 


_ daB keine Verluste durch das Erhitzen eintreten. 
| die Dihydro-Cozymase als Barium- oder Calciumsalz mit Alkohol gefillt 
_ werden, wie bei der enzymatisch dargestellten. Bei allen Operationen muB 
man darauf achten, da8 die Lésungen nicht sauer werden. Meistens wurde 
| jedoch auf die Isolierung des Bariumsalzes verzichtet und die von Sulfit 
_ befreite Lésung nach Entfernung des Bariums durch Natriumsulfat direkt 
_ yerwendet, da es sich zeigte, daB die Lésungen gut haltbar waren. 


Stabilitat des Enzyms. 


| darauf bis zur Marke mit Hydrosulfitlésung (2 mg/cem in 0,2°/,igem NaHCO,) 
Nach 1 Stunde wurde die Lésung beliiftet, auf 80° er- 
 hitzt und mit Bariumchlorid im UberschuB gefillt. Der gebildete Nieder- 
' schlag von Bariumsulfit wurde durch ein Filter heif dekantiert. (Die Lés- 
' lichkeit des Bariumsulfits ist bei 80° nur 2 mg in 100 ccm Wasser.) Durch 
_ spektrometrische Bestimmung vor und nach der Fillung wurde kontrolliert, 


Aus dem Filtrat kann 


In der weiter unten beschriebenen ersten Reinigungsstufe 


Priparat F, bei 0° aufbewahrt 


Aktivitit . 0,49 0,84 0,5*) 
ae ae 2 2 


0,28 
6 30 


0,45 


_ (Acetonfallung) sind die Praiparate ziemlich gut haltbar. Der Akti- 
_ vitiitsverlust beim Stehen wiBriger und ammoniakalischer Lisungen 
| ist zum gréBten Teil durch die Ausfillung des Enzyms verursacht. 
: Nach ein oder zwei Ammoniumsulfatfallungen wird das Enzym 
' beim Stehen manchmal rasch inaktiviert. Die Aktivitiit einer im 
| Ktthlschrank aufbewahrten Lésung wurde liingere Zeit verfolgt. 


0,66 
35 


) Vgl. auch Adler, Euler u. Hellstrém, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. 


Kemi 12 B, Nr. 88 (1987). 


*) Adler u. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 86 (1987). 


*) Mit suspendiertem Niederschlag. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIT. 
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Praparat F, war eine Acetonfallung aus Rohextrakt, in 0,1y.f 
NH, gelést. 

Temperaturempfindlichkeit. Kine Lésung des Enzyy; 
(Py = 9,0), deren Aktivitit 0,15 war, wurde auf 53° erhitzt und bef 
dieser Temperatur 10 Minuten lang gehalten. Nachher war dif 
Aktivitiit 0,05, d.h. 70°/, der Aktivitiit waren zerstért worden. yf 
einem anderen Versuch p,, = 7,5 wurden ?/, des Enzyms bei 45° i 
'/, Stunde inaktiviert. 

Py-Stabilitéit. Das Knzym ist im sauren Medium sel; 
empfindlich, in 0,1 n-NH, dagegen véllig stabil. 1 ccm einer Prolef - 
wurde mit 0,5 ccm Acetatpuffer p,, = 4,13 versetzt (p,-Lésunf 
= 4,5). Nach 5 Minuten waren 95°/, der Aktivitiit verschwunden, fF 





Zeit 0,5 cem Acetat- Aktivitiits 

der Einwirkung puffer be Pr Seales verlust 
in Minuten von pr ee ne =, 
5 4,13 4,5 95 
10 4,7 5,2 85 
30 1,7 5,2 50 











Beim Zusatz des Acetatpufiers wird das Enzym ausgefiill 
und kann mit 0,1 n-NH, wieder in Lisung gebracht werden. lf 
einem Versuch wurden 3 ccm Enzymlésung mit 1 ccm Acetat. 
puffer (p,, = 4,7) versetzt und der gebildete Niederschlag ab-f 
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 3 ccm 0,1 n-NH, ge-f 
lést und gepriift. 80°/, der Aktivitit wurden wiedergefunden. 

Im alkalischen Bereich ist das Enzym bemerkenswert stabil 
In einem Versuch wurden 2 ccm Enzym mit 2 ccm 0,1 n-NaQHf 
(p, = 10) gemischt und die Aktivitiit der Lésung bei verschiedene: f 
Zeiten gemessen. 

Priparat P,,, bei Zimmertemperatur 
Aktivitit. ....... O04 0,14 0,05 
Zeit in Stunden. .... 0 4,5 26 

Nach 41/, Stunden wurde also kein Unterschied gefunde ff 

und nach 26 Stunden war noch '/, der urspriinglichen Aktivitit 


vorhanden. 


Reinigung des Enzyms. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Enzymdarstellung wurde teils Schweine — 
herz, teils Ochsenherz benutzt. Nach Entfernen von Fett und Bindegewelt 
wurde der Herzmuskel gemahlen und der Brei mit Sand verrieben. 

180 g Herzmuskelbrei wurden abwechselnd mit Wasser und 2°/,ige! 
Natriumchloridlésung gewaschen, bis die Masse ziemlich farblos war. Dan — 
wurde mit 155 cem '/, mol. sek. Phosphat verrieben und der Brei mf 
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g00 eem Wasser verdiinnt. Die Suspension wurde zentrifugiert. Die réit- 
liche Lésung (700 cem) wurde auf 0° abgekiihlt und unter Einleiten von 
CO, mit 175 cem eiskaltem Aceton gefillt. Der gebildete gelbgraue Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und die Liésung mit weiteren 175 cem Aceton 
cefilit, Der zweite Niederschlag war nicht so reichlich und enthielt mehr 
rote Farbstoffe als der erste. 

In einem Vorversuch wurden 100 ccm Rohextrakt in der 
Kiilte mit 25 ccm Aceton—CO, gefillt, der Niederschlag abzentri- 
fugiert und wieder mit 25 ccm gefillt. Die Niederschliige wurden 
fir sich in 25 ccm 0,1 n-NH, gelést und die Aktivitit gepriift. 
Die Aktivitiit, die wie oben beschrieben durch die Geschwindig- 
keit der Wasserstottiibertragung von CoH, auf Mb definiert ist, 
sibt ein MaB fiir die Konzentration und damit auch fiir die 
Menge des Enzyms. Beim Vergleich der Aktivitiiten des Roh- 
extraktes mit denjenigen der aufgelésten Niederschliige ergab sich, 
daB die gesamte Enzymmenge der letzteren etwa doppelt so groB 
vefunden wurde. Dies bedeutet, daB die Enzymwirkung in den 
gereinigten Lésungen gréBer ist als im Rohextrakt, da ja die 
absolute Menge gleich oder kleiner sein mub’. Wabhrscheinlich 
hat man hier in der rohen Liésung mit irgendeinem Hemmungs- 
stoff zu tun oder liegt das Enzym nicht in geniigend geldéster 
Form vor. 


Ammoniumsulfat-Fillung. 5 Proben von je 5 ccm der 
vorgereinigten Knzymlésung wurden mit verschiedenen Mengen 
Ammoniumsulfatlésung versetzt, so daB die Mischungen in bezug 
auf gesittigte Ammoniumsulfatlésung 5, 10, 20, 30 und 50°/ ig 














wurden. Es wurde gefunden, dab die maximale Aktivitit bei 
20°/, erreicht wird, was aus nachstehender Tabelle hervorgeht: 
Ver- Ges. Aktivitat | Aktivitat- | Extinktion fiir A =0,05 bei 
such | Am,SO,-Lsg. | —____ a 

Nr. in %/, A ee ued 280 mu 

0 mn 0,30 0,16 0,68 2,10 

1 5 0,075 0,13 0,43 0,88 

2 10 0,10 0,15 0,40 0,82 

3 20 0,20 0,15 0,54 1,05 

4 30 0,10 0,10 0,58 1,75 

5 50 0,10 ra x = 














Viele der Fraktionen wurden auch spektral untersucht. Die 
Absorptionskurven findet man in der Fig. 1 (P 311, 1—4) wieder. 
Die Extinktionswerte sind auf gleiche Aktivitiiten umgerechnet. 
Man sieht, daB die niedrigste Kurve und damit auch das in bezug 


9 
oO * 
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auf absorbierende Verunreinigungen reinste Priparat der 10°). 
igen Ammoniumsulfat-Lésung entspricht. In bezug auf das Trockep. 
gewicht zeigt die Tabelle, dab keine Reinigung erreicht ist. 


Chloroformreinigung. 5 ccm Lésung des obigen Ver. 
suches 2 (10°/, Am,SO,-Fiillung) wurden mit 0,1 ccm Chloroform 
kurz aber kraftig geschiittelt und der entstandene Niedersclilag 
abzentrifugiert. Die Lésung enthielt etwa die Hilfte der Aktivitiit 
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Die Extinktionskurve ist in Fig. 1 (P 312) enthalten und zeigt, dab 
eine Reinigung auf etwa das Doppelte erhalten wurde. Man er- 
sieht auch aus den Kurven, daB bei den unreinsten Priaparaten 
die Kurven flach verlaufen, wiihrend bei den reinsten ein Ansatz 
zu einem Absorptionsmaximum bei 260—270 muy hervortritt. 


Trockenpriparat. Herstellung von Trockenpriparaten ist 
mit groBem Aktivitatsverlust verbunden. Die Priiparate waren 
auch nicht lingere Zeit haltbar. Die aus Ochsenherz erhaltene 
Aceton-CO,-Fallung wurde mit viel eiskaltem Aceton verrieben, 
am Biichnertrichter schnell abgesaugt, mit Aceton nachgewaschen 
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und im Vakuumexsiccator getrocknet. Beim Auflésen erhalt man 
wasserklare Lésungen maBiger Aktivitit, die dann mit Ammonium- 
sulfat gefallt wurden. Fig. 2 zeigt die Absorptionskurven zwei 
yerschiedener Fraktionen. Der erste Ammoniumsulfatnieder- 
schlag (I'421) zeigt eine relativ hohe Absorption im Gebiet 280 
bis 300 mu im Verhiltnis zur zweiten Fraktion (‘T 422), die ein 
ausgeprigtes Maximum bei 265 my besitzt, was mit der De- 
naturierung des KiweiBes zusammenhingt. Die Kurven der ersten 
Fraktion gleichen auch mehr den obenerwihnten Kurven Fig. 1. 
Man kann den SchluB ziehen, daB das Absorptionsmaximum bei 
265 mu nichts mit der Aktivitit zu tun hat. 


Abwechselnde Kohlensiure-Fillung bei verschie- 
denem p,- Die beste Reinigungsmethode scheint die folgende 
zu sein. Der mit Acetonkohlensiure in der Kilte gefillte Roh- 
extrakt gibt einen Niederschlag, der in 0,1 n-NH, gelést wird. 
Diese Lésung wird mit 10—20°/, ges. Ammoniumsulfatlisung 
gefallt, wobei etwa */, der Aktivitét in den Niederschlag geht, 
wihrend vor allem weiBlich-griin fluorescierende Verunreinigungen 
in der Lésung bleiben. Der Niederschlag wird in der Hilfte des 
urspriinglichen Volumens 0,1 n-NH, gelést. Ein kleiner ungeléster 
Riickstand wird abzentrifugiert. Die Lésung wird nun mit dem- 
selben Volumen 0,1 n-NH, versetzt, worauf CO, eine kurze Zeit 
in der Kalte eingeleitet wird, unter Beachtung, daf das p,, der 
Lésung nicht unter 7 fallt. Der gebildete Niederschlag wird 
schnell abzentrifugiert. In der Lésung bleibt etwa 70°/, der 
Aktivitat, wihrend groBe Mengen Verunreinigungen gefillt werden. 
Aus der Lésung kann nun das Enzym durch weiteres EHinleiten 
von CO, ausgefallt werden. 

Kin nach dieser Methode dargestelltes Priparat (P 314) hatte 


die Aktivitét 0,09 und Reinheit a. 0,3. Das Spektrum 
Trockengew. 


dieser Lésung ist in Fig. 1 wiedergegeben. 





Eigenschaften des Enzyms. 

Co-Enzymspezifitat. Es war naheliegend zu priifen, ob 
das Enzym spezifisch auf Cozymase eingestellt ist, oder ob das 
Knzym imstande ist, auch die Dihydro-Codehydrase II zu de- 
hydrieren. Ausgefiihrte Versuche zeigen, dai das System Co- 
dehydrase II/Mb durch das Enzym nicht beeinfluft wird. Be- 
sonders instruktiv ist folgender Versuch. Ein Priparat, das etwa 
gleiche Teile Co" und Co! enthielt, wurde mit Na-Hydrosulfit in 
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'/ mol. Phosphatpuffer p,, = 7,7 reduziert. In einem besonderey 
Versuch wurde die Summe der hydrierten Codehydrasen spektro. 
photometrisch durch die Bestimmung der Extinktion bei 334 m 
vor und nach der Siurezerstérung der hydrierten Produkte be. 
stimmt. Dann wurde in einer neuen Probe die Dihydro-Cozymase 
mit Acetaldehyd und Alkoholapodehydrase dehydriert, und die 
Extinktionsabnahme gemessen. Die Differenz der beiden Werte 
entspricht der Codehydrase Il. Jetzt wurden 0,1 ccm Mb und 
0,2 com Enzym zugesetzt; keine zeitliche Anderung der Extinktion 
tritt ein, nur die erwartete Erhéhung durch die Eigenabsorption 
der Zusitze wurde beobachtet. In einem dritten Versuch wurde 
7" 1 ccm Lésung der Dihydro. 
a : i Codehydrasen mit 0,1 ccm Mb, 
0,2 com Enzym und 1 ccm Wasser 
in der Absorptionskiivette ge. 
mischt. Die Extinktion nahm ab, 
und zwar mit der gleichen Ge- 
schwindigkeit wie im Kontroll- 
versuch mit Cozymase. Die be- 
obachtete Extinktionsabnahme 
entsprach nur dem Gehalt av 
Dihydro-Cozymase. 
Py-Kurve der Aktivitiit. 
st > ,:~SCié«éi@S is ARAVA. ast: vom p,, stark 
a abhingig und hat ein Maximum 
wale bei dem bemerkenswert hohen p, 
von 10. Bei p,, zwischen 6 und 7 ist die Aktivitat noch verhiltnis- 
miBig klein, steigt dann aber ziemlich schnell zum Maximum, 
um dann steil abzufallen (Fig. 3). Bei p,, = 10,4 ist die Aktivitiit 
nur etwa die Hilfte der maximalen. Dies ist nicht durch eine 
Knzymzerstérung verursacht, denn bei diesem p,, ist das Enzym 
noch ziemlich stabil. In diesem Zusammenhang kann daraui 
hingewiesen werden, daB die oxydierende Wirkung des Flavin- 
enzyms auf Dihydro-Cozymase p,,-unabhingig ist. Man darf jedoch 
nicht vergessen, daf die p,,-Kurve auch vom Acceptor, d. i. Mb. 
abhiingig sein kann. Um dies zu prifen, miiBten auch andere 
Farbstoffe zum Vergleich herangezogen werden. 
Euler, Adler und Hellstrém {Diese Z. 241, 239 (1936) 
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haben friiher hingewiesen auf die Analogie zwischen der Dihydro- 
Cozymase-Stabilitiit bei verschiedenen p,, und der p,,-Abhiangig- 
keit der Dehydrierung von CoH, durch auf spezifische Substrate 
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j eingestellte Apodehydrase in Anwesenheit der entsprechenden 


Substrate. Mit der Aktivitits-p,-Kurve des neuen Enzyms ist 
ein Fall der entgegengesetzten Wirkung gefunden, wobei gerade 
im stark alkalischen Gebiet, wo die freie CoH, sehr stabil ist, die 
dehydrierende Wirkung des Enzyms am gréBten ist. Das kata- 
lysierende Enzym bestimmt hier die p,,-Abhangigkeit. 

Die Versuche wurden in Phosphatpuffer ausgefiihrt. Bei p,, 
oréBer als 8 wurden zum LEinstellen des p,, Mischungen von 
sek, Phosphat und 0,1 n-NaOH benutzt bzw. nur NaOH. Jedes 
p,, wurde elektrometrisch gemessen. In diesem Zusammenhang 
kann erwithnt werden, da& in einem Versuch Boratpuffer ver- 
wendet wurde. Es zeigte sich, daB dieser auf die Dehydrierungs- 
reaktion stark hemmend wirkte. 

Hemmungsversuche, Jodacetathemmung. Zu der ge- 
wohnlichen Standardmischung wurde 0,1 ccm 0,1 n-Jodacetat zu- 
sesetzt. Nach 10 Minuten wurde die Dihydro-Cozymase zugesetzt 
und die Geschwindigkeit der Dehydrierung gemessen. Keine 
hemmende Wirkung wurde beobachtet. Vgl. auch 1. Mitteilung. 

Kupferhemmung. In einem zweiten Versuch wurde 
0,1 com 107% m-CuSO, zugesetzt. Die Aktivitit des Enzyms 
wurde dadurch auf die Hilfte herabgesetzt. Die hemmende Wir- 
kung kann jedoch gréBer sein, denn die Schwermetalle erhdhen 
die Oxydationsgeschwindigkeit des Methylenblaus. Uber die 
hemmende Wirkung der Borsiure vgl. oben. 

Vergleicht man die Wirkung des Enzyms mit der des Flavin- 
enzyms, das allerdings hierzu nicht sehr geeignet ist, so findet man, 
daB die Enzymmenge bei der Aktivitiit 0,05, 0,7 - 10—® Mol./Liter 
Flavinenzym, oder 0,5 y Flavin/ccm entspricht. Wiirde das Enzym 
eine prosthetische Gruppe enthalten von derselben Absorptions- 
stiirke wie das Flavinenzym, so kénnte man die Extinktion bei 
den Kurven in Fig. 1 = 0,1 erwarten. Die Reinigung des Enzyms 
ist so weit fortgeschritten, da’ man unter Zugrundelegung der 
gemachten Annahmen mit Sicherheit sagen kann, dafi das Enzym 
keine nennenswerte Absorption oberhalb 300 my besitzt. Das 
Gebiet unterhalb 300 my ist fiir Verunreinigungen so empfind- 
lich, daB noch nichts iiber die wahre Enzymabsorption gesagt 
werden kann. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, daB eine 


prosthetische Gruppe Ahnlich der des Flavinenzyms im Enzym 
enthalten ist. Wir nehmen daher an, daB das Enzym ein hoch- 
molekulares Apo-Enzym ist, das in bezug auf Cozymase spezifisch 
wirkt im Gegensatz zu Flavinenzym. 


40 vy. Euler u. Hellstrém, Enzymat. Wasserstoftiibertriiger im Muske), 


Das gereinigte Enzym ist frei von Flavinenzym, Succino. 
dehydrase und Cytochromoxydase, ferner von gefirbten Verunreinj. 
gungen, wie Cytochrom. Im Thunberg-Versuch mit Succinaj 
als Donator wurde keine Entfirbung erhalten, obwohl ein seh; 
wirksames Enzym (A = 0,7) verwendet wurde. Andererseits yer- 
mag das Enzym Wasserstoff von Dihydro-Cozymase auf Cyto. 
chrom zu itibertragen. Es scheint daher, daB das Enzym eine 
Wasserstoff-Ubertragung von Dihydro-Cozymase auf das Cyto- 
chrom ohne irgendein Zwischenglied bewirkt. 


Kataphorese-Versuche schienen uns besonders wichtig, 
weil das Aktivititsoptimum bei dem bemerkenswert hohen p,, = 10 
liegt, und auBerdem, weil das Enzym bei hohem p,, eine itber- 
raschende Stabilitaét besitzt. Bezgl. Apparate und Methodik vel. 
Theorell!) sowie Kuler und Hellstrém”). 

Resultate der Kataphorese-Versuche: 

Ra peer Con” ee 6,80 7,74 8,30 9,70 

Ionen-Beweglichkeit w-10°. . . 11,3 12,5 15,5 28 

Unsere Zahlen zeigen, dab die Ionen-Beweglichkeit ziemlich 
hoch ist im Verhiltnis zu der anderer Enzyme wie Flavinenzyn, 
Robisonester-Dehydrase *) und Alkohol-Apodehydrase*). Die Kurve 
verliuft im p,,-Gebiet 6,8—8,3 ziemlich flach um dann bei 
Py = 9—9,5 steil anzusteigen. Die Form der Kurve laBt ver- 
muten, daB das Enzym eine Dissoziationsstufe im p,,-Gebiet 
9,5—10 besitzt. Im gleichen p,-Gebiet nimmt die Aktivitit 
stark zu (Maximum bei p,,= 10). Die Analogie zwischen der 
Kataphorese-Kurve und dem linken Ast der p,,-Aktivititskurve ist 
auffallend. Méglicherweise besteht eine Beziehung zwischen dem 
p,-Optimum der Aktivitét und der Dissoziationsstufe des Enzyms. 


Nachschrift bei der Korrektur. Nach EKinsendung dieser 
Mitteilung zum Druck erschien eine Notiz von Dewan und Green 
(Nature 140, 1097, 25. Dez. 1937), welche Beobachtungen iiber 
den hier studierten enzymatischen Wasserstoffiibertriger enthiilt. 


1) Biochem. Z. 275, 1 (1934). *) Diese Z. 246, 149 (1957). 
8) H. Theorell, Naturw. 22, 289 (1934). 
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Uber die gegenseitige enzymatische Umwandlung 
von Codehydrase I und Codehydrase II. 
Von 
Hans von Euler und Erich Adler. 


Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitét Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1937.) 


Vor kurzem!) berichteten wir iiber die Beobachtung, daB ein 
Priparat von Codehydrase IJ (Warburgs Co-Ferment, T'riphospho- 
pyridinnucleotid) die Glucosevergirung im Apozymase-System zu 
aktivieren vermochte, obwohl es nicht imstande war, als Co-Enzym 
der Alkohol-apodehydrase zu fungieren und demzufolge frei von 
Codehydrase I (Cozymase, Diphospho-pyridinnucleotid) war. Kin 
Unterschied zwischen der Giirungsaktivierung durch Codehydrase LU 
und der bekannten durch Cozymase machte sich jedoch insofern 
bemerkbar, als im ersteren Falle die Induktionsperiode linger 
war als im letzteren. 

Die girungsauslésende Wirkung der Codehydrase IJ ist am 
einfachsten dadurch zu erklaren, daB dieses Co-Enzym eine Um- 
wandlung in Cozymase erfihrt. Auf Grund der Zusammensetzung 
der beiden Co-Enzyme bedeutet dies die Abspaltung eines Phos- 
phorsiurerestes. 

Inzwischen konnte Vestin?) Versuche aus dem _ hiesigen 
Institut mitteilen, aus denen auf den umgekehrten Vorgang, die 
enzymatische Phosphorylierung von Cozymase unter Bildung von 
Codehydrase II, geschlossen werden konnte. Da Adenosintriphos- 
phorsiure hierbei als Phosphatdonator fungierte, diirfte es sich 
um eine Umesterung handeln. 


1) Euler, Adler u. Steenhoff Eriksen, Diese Z. 248, 227 (1937) 
und zwar §. 235. 

*) Naturw. 2, 667 (1987). — Vgl. auch Euler u. Bauer, Ber. chem. 
Ges. 71, (1938) im Druck. — Nach Versuchen von F. Schlenk [Naturw, 
25, 668 (1937)] gelingt die Uberfiihrung von Cozymase in einen wie Co- 
dehydrase II wirksamen Kérper auch nichtenzymatisch durch Einwirkung 
von Phosphoroxychlorid. 
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In der vorliegenden Mitteilung sollen einige Versuche be. 
schrieben werden, welche die oben erwahnte Beobachtung iiber 
die indirekte girungsaktivierende Wirkung der Codehydrase I]. 
d. h. deren enzymatische Umwandlung in Cozymase, zeigen. 

Weiterhin ergab sich nun, daf wmgekehrt in evnem normale 
Apozymase-Girgemisch aus der eingesetzten Cozymase Codehydrase I] 
gebildet wird. Das System besteht hierbei aus Glucose, Apo- 
zymase, Cozymase, Phosphatpuffer und einer kleinen Menge 
Hexosediphosphat. Die Bildung von Codehydrase II beginnt schon 
wihrend der Induktionsperiode und erreicht wihrend der Gir- 
periode einen Wert, der 10—20°/, der eingesetzten Cozymase aus. 
machte. Hemmt man die Girung durch Jodacetat oder Natrium- 
fluorid, so wird auch die Bildung der Codehydrase II gehemmt. 

Die Phosphorylierung von Cozymase zu Codehydrase II tritt 
auch ein, wenn in dem eben genannten System an Stelle von 
Glucose plus Hexosediphosphat nur (eine ausreichende Menge 
Hexosediphosphat angewandt wird; die Umwandlung kann in diesem 
Falle bis zu 50°/, betragen. Erstaunlicherweise wurde bei dieser 
Versuchsanordnung die Codehydrase II-Bildung weder durch 
m/600-Jodacetat noch durch m/33-Natriumfluorid aufgehoben; es 
trat in beiden Fallen lediglich eine Hemmung um etwa 20°/, ein. 
Versuche ohne Hexosediphosphat lieferten keine Codehydrase II. 
Man wird annehmen diirfen, daf die Phosphorylierung der Co- 
zymase mit der oxydoreduktiven Umsetzung der 'Triosephosphor- 
siiure verkniipft ist. Ob die Phosphorylierung der Cozymase direkt 
durch Veresterung mit anorganischem Phosphat oder durch Un- 
esterung von organisch gebundenem Phosphat zustande kommt, 
miissen weitere Versuche ergeben. 


1. Bildung von Cozymase aus Codehydrase II 
im Apozymasesystem. 


In der Figur sind in der oberen Halfte Versuche iiber die 
Glucosevergirung mit Apozymase plus Codehydrase II, in de 
unteren Halfte Vergleichsversuche mit Apozymase plus Cozymase 
dargestellt. Es fallt auf, daB die Garungen mit Codehydrase I! 
(Versuche 1 und 2) spiter einsetzen als die mit Cozymase (Ver 
suche 6—9) und daB der Anstieg zur linearen Girperiode nicht 
so rasch wie bei Cozymase, sondern in einem allmihlichen Uber- 
gang erfolgt. 

Die Girgeschwindigkeit in der linearen Periode sollte einen Schlu! 


erlauben auf den Grad der eingetretenen Cozymasebildung, wenn man mi 
den Cozymasekurven vergleicht. Im Versuch zu Kurve 1 waren 1007 
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Codehydrase II eingesetzt worden, und die Giirgeschwindigkeit entspricht 
der mit ungefaihr 12 y Cozymase im normalen Girtest erhaltenen. Demnach 
wire eine Umwandlung zu 12°/, erfolgt. Diese Zahl ist jedoch wahrscheinlich 
zu niedrig; wie sich nimlich aus Kontrollversuchen ergeben hat, bewirkt 
eine gewisse Menge Cozymase, wenn sie dem iibrigen Girgemisch erst nach 





T T si, sas T T T T T T 





/ 
Ve) 

















0 20 40 60 80 100 740 780 200 
——— Minuten ———-> 


Vergleich der Wirkungen von Codehydrase I und II bei der Vergarung von Glucose 
mittels Apozymase. 
iReaktionsgemisch: 40 mg Apozymase, 10 mg Glucose, Hexosediphosphat entsprechend 
0,25 mg P, je 0,1 mg MgSO, und MnSO,, 0,4 ccm Phosphatpuffer p, = 6,4. Gesamtvolumen 
2,0cem. — Warburg-Apparat; im Gasraum N,, mit Ausnahme von Vers. 3 (Luft). Temp. 30°. 
Zusitze: Vers. 1: 100 y Codehydrase II (als reine Substanz berechnet). — Vers. 2: 25 y Co- 
dehydrase II. — Vers. 3: wie 2, jedoch aerob. — Vers. 4: wie 2, plus 100 y Adenylsiure. — 
Vers. 5: Kochsaft aus Vers.1, der nach 240 Min. Reaktionsdauer unterbrochen wurde. - 
Vers. 6: 40 y Cozymase. — Vers. 7: 20 y Cozymase. — Vers. 8: 10 y Cozymase. — Vers. 9: 
5 y Cozymase. — Vers. 10: 5 y Cozymase plus 25 y Codehydrase II. — Vers. 11: 100 y Adenyl- 
siiure. — Vers. 12: 5 y Cozymase plus 100 y Adenylsaure. 


etwa 60 Minuten zugesetzt wird, eine kleinere Giirgeschwindigkeit als die- 
selbe Menge Cozymase, die in einem Parallelversuch von Anfang an zu- 
gesetzt war. Anscheinend wird das nicht in Girung befindliche Enzym- 
system wihrend des 1stiindigen Schiittelns geschwicht. In Versuchen mit 
gréBerer Apozymasemenge war der Umwandlungsgrad auch stets bedeutend 
héher als bei den in der Figur dargestellten Mikro-Versuchen. Die Tatsache, 
da mit Codehydrase II ein geradliniger Girverlauf erreicht wird, ohne dab 
cine vollstiindige Umwandlung in Cozymase eingetreten ist, deutet darauf 
hin, da8 sich ein Gleichgewicht zwischen Codehydrase II und I eingestellt hat. 
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Die Glucosevergirung wird durch Codehydrase II untey 
anaeroben Bedingungen ausgelést. Dadurch entfallt der Kinwand, 
daB die Kohlensiure vielleicht aus einer durch Codehydrase J] 
katalysierten oxydativen Decarboxylierung (etwa einer durch 
Dehydrierung von Hexosemonophosphat entstandenen Phospho. 
keto-hexonsiure) herstammen kénnte. In Luft (Versuch 3) ist die 
Girung durch Codehydrase II, wenigstens im Mikrogiiransatz, viel 
geringer als in Stickstoff; im gewéhnlichen Halbmikroansatz (mit 
10 facher Menge Apozymase) scheint dagegen Luft keine Hemmung 
zu bewirken. Der normale Giransatz mit Cozymase verhiilt sich 
in Luft- und N,-Atmosphire praktisch gleich. Die erhdhte Wirk- 
samkeit der Codehydrase II, d.h. die erhéhte Umwandlung in 
Cozymase unter anaeroben Bedingungen, deutet vielleicht darauf 
hin, daB die Umwandlung nicht an der Codehydrase IL selbst, 
sondern an ihrer Dihydroverbindung erfolgt. Bei Gegenwart 
von Luft wird das Gleichgewicht zwischen oxydierter Form und 
Dihydroform zuungunsten der letzteren verschoben sein. 

Aus der Figur ist weiterhin zu entnehmen, daf ein Zusatz you 
Adenylsaiure zu dem Ansatz mit Codehydrase II (Versuch 4) 
ohne Einflu8 auf die Liinge der Induktionsperiode und auf die 
Gargeschwirdigkeit ist. Entweder ist also Adenylsiure an der 
Bildung des Gé&rungsaktivators aus Codehydrase [1 gar nicht 
beteiligt, oder der beobachtete zeitliche Verlauf ist durch eine 
andere Komponente bestimmt. In der unteren Hilfte der Figu 
ist ein Versuch (vgl. Versuche 9, 11, 12) wiedergegeben, der 
zeigt, daB die durch Cozymase bewirkte Garung durch Zusatz von 
Adenylséure nur um einen kleinen Betrag, nimlich etwa 10°), 
beschleunigt wird. 

Bereitet man aus einem durch Codehydrase [I-Zusatz in 
Girung gebrachten Reaktionsgemisch einen Kochsaft und fiigt 
diesen zu frischer Apozymase(+ Glucose) hinzu (Vers. 5), so setzt 
eine Garung fast unmittelbar ein, und die Girgeschwindigkeit ist 
gréBer als im urspriinglichen Versuch (1). Auch dieser Versuch ist 
am einfachsten so zu deuten, dab im ersten Giransatz Cozymase 
aus Codehydrase II gebildet worden war. Bereitet man zur Kon- 
trolle einen Kochsaft aus einem vollstindigen Reaktionsgemisch 
mit Codehydrase LI, welches aber nicht incubiert worden war, s¢ 
erzeugt der Kochsaft in einem neuen Giransatz eine Girung erst 
nach lingerer Induktionszeit. 

In weiteren Versuchen soll eine Identifizierung des aus Co- 
dehydrase II gebildeten Girungsaktivators mit Cozymase angestre)t 
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werden. Diese liBt sich in Kochsiften aus Girgemischen, die 
mit Codehydrase II aktiviert waren, durch ihre spezifische Wirkung 
in Dehydrasesystemen, z. B. im System der Lacticodehydrase aus 
Muskel, nachweisen. Eine quantitative Bestimmung auf Grund 
der spezifischen Codehydrase I-Wirkung war jedoch bisher noch 
nicht médglich, da ein Teil der gebildeten Cozymase bei der Be- 
reitung des Kochsaftes offenbar an die Proteinfallung adsorbiert wird. 


2. Umwandlung von Codehydrase I in Codehydrase II. 


Die Bildung von Codehydrase IJ im Apozymase—Cozymase- 
System geht daraus hervor, daB ein aus dem Girgemisch her- 
sestellter Kochsaft imstande ist, Codehydrase II im System der 
Hexosemonophosphatdehydrierung zu ersetzen. 


Das vollstiindige Reaktionsgemisch bestand aus 60 mg Apozymase, 10mg 
Glucose, 1 mg Cozymase, Hexosediphosphat entsprechend 0,75 mg P, je 
0,.img MgSO, und MnSO,, und 0,4 cem m/10-Phosphatpuffer, py = 7,15. Das 
Gesamtvolumen betrug 1,6 ccm. Die Girung wurde im Warburg- Apparat 
{konische Gefibe mit zwei Anhingen) bei 30° ausgefiihrt. In Tab. 1 sind 
die Versuchsansiitze und die nach dem weiter unten angegebenen Test 
Tab. 2) ermittelten Ausbeuten an Codehydrase II wiedergegeben. 

















Tabelle 1. 
Codehydrase II, 
Nr. Versuchsansatz gebildet aus 
1 mg Cosymese 
Vollstindiger Ansatr, wie oben angegeben 260 v 
I Vollstindiger Ansatz, plus m/600-Jodacetat Spuren 
Ii] Volistindiger Ansatz, plus m/33-NaF . . Spuren 
IV Ohne Glucose (nur Hexosediphosphat)}. . 430 
V Ohne Hexosediphosphat (nur Glucose). . Spuren 
VI Ohne Glucose, ohne —— , 0 
VIl Ohne Cozymase. . . . 0 


Girung war selbstverstindlich nur bei Ansatz I eingetreten; auf die 
Viedergabe der Girkurve kann verzichtet werden. Nach 75 Minuten 
‘eaktionsdauer wurden die Ansiitze 3 Minuten auf 75° erhitzt und vom 
Protein abzentrifugiert. Die Lésungen wurden folgendermaBen ausgewertet: 

Im Thunberg-Versuch wurde die Geschwindigkeit der Dehydrierung 
von Robisonester durch die spezifische Apodehydrase (,,Zwischenferment“ 
nach Warburg und Christian) in Gegenwart von Flavinenzym und bei 
Zusatz von steigenden Mengen Codehydrase II bestimmt. Auf diese Weise 
wurde eine Eichkurve erhalten; aus den Entfirbungszeiten der Ansiitze, 
in denen an Stelle von Codehydrase II Kochsiifte angewandt wurden, konnten 
die in den letzteren enthaltenen Mengen Codehydrase II mit Hilfe der 
Cichkurve graphisch ermittelt werden. In Tab. 2 sind einige der bei 
dieser Auswertung ausgefihrten Thunberg-Testversuche zusammengestellt. 
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In Wirklichkeit wurden zur Gewinnung der Ejichkurve 6 verschiedene 
Codehydrase II-Konzentrationen und zur Ermittelung des Gehaltes der 
Kochsiifte je drei verschiedene Mengen ausgewertet. 


Tabelle 2. 
Codehydrase II-Bestimmung in den Ansiitzen der Tab. 1. 
Dehydrasesystem: 4mg Robisonester-K-Salz + 0,25 eem Hexosemono 
phosphat-apodehydrase + 0,25 ecm Flavinenzym + 0,25 cem Phosphatputier 
pu = 7,6 + 0,5 cem Methylenblau 1:5000. — Codehydrase II, 27°), iges 
Priiparat, frei von Cozymase. — Jeder Ansatz mit Wasser auf 2 ccm ergiinzt. 
In der Tabelle sind nur Zusiitze an Codehydrase II (als reine Substanz be- 
rechnet) bzw. an Kochsaft aus den Versuchsansiitzen der Tab. 1 angegeben. 











Versuch ‘ ee Entfirbungszeit 
Nr. onmnyemace in Min. 
1 507 Codehydrase II ........ 2 
2 15 y Codehydrase IT —s 7 
3 0,20 cem Kochsaft aus Ansatz 1. . 4 
4 0,25 ecm Kochsaft aus Ansatz II. . 70 
5 0,25 cem Kochsaft aus Ansatz III . . 54 
6 0,10 eem Kochsaft aus Ansatz IV . . 4 
7 0,25 cem Kochsaft aus Ansatz V.. 80 
8 0,25 eem Kochsaft aus Ansatz VI. . 120 
9 0,25 cem Kochsaft aus AnsatzVII . . 120 


Kochsifte aus einem dem Ansatz I bzw. IV entsprechenden Reaktions 
gemisch, welches aber nicht inkubiert worden war, waren im Thunberg- Test 
wirkungslos. In Kontrollversuchen ohne Robisonester trat eine nur selir 
langsame Entfirbung ein, entsprechend dem geringfiigigen Gehalt der 
Apodehydrase- Lésung an Zymohexase und Triosephosphat -apodehydrase. 
welche eine langsame Dehyarierung des im Kochsaft befindlichen Hexose 
diphosphats bewirken. 


Die Auswertung der Kochsifte im System der Lactico- 
dehydrase aus Muskel zeigte, dab die eingesetzte Cozymase in 
mehr oder weniger verminderter Menge wiedergefunden wird, dem 
Grade der Umwandlung in Codehydrase II entsprechend. 


Diskussion. 


In zahlreichen Befunden verschiedener Autoren kommt ein 

Zusammenhang zwischen Veresterung von anorganischem Phos- 
; a 

phat und Oxydoreduktion zum Ausdruck. In neuerer Zeit ist. 

insbesondere durch Versuche von Dische’), Meyerhof*), Need- 

ham und Pillai®) eine wesentliche Bereicherung der Kenntnis 





*) Enzymologia 1, 288 (1937). 

‘) Naturw. 25, 443 (1937); Meyerhof, Schulz u. Schuster, 
Biochem. Z. 293, 309 (1937). 

») Nature 140, 65 (1937); Biochemic. J. 31, 1837 (1937). 
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vom Mechanismus der Phosphorylierung erzielt worden durch das 
Ergebnis, daB bei der in Gegenwart von Cozymase und Adenyl- 
siure bzw. Adenosindiphosphorsiure stattfindenden Dehydrierung 
yon Triosephosphorsiure sowohl wie bei deren Dismutation, 
z, B. mit Brenztraubensiure, anorganisches Phosphat mit dem 
Adeninnucleotid zu Adenosintriphosphorsiure verestert wird. 
Adenylsiture bzw. Adenosindiphosphat wird von den genannten 
Autoren als die Eintrittsstelle des anorganischen Phosphates be- 
trachtet; die Energie-verbrauchende Veresterung muf in einer 
noch nicht aufgeklirten Weise mit der Energie-liefernden De- 
hydrierung der Triosephosphorsiiure gekoppelt sein. 

Als wir nun fanden, da8 durch Hefeenzyme eine reversible 
Umwandlung von Codehydrase I in Codehydrase II vermittelt wird, 
und insbesondere, daB im System Hexosediphosphat plus Apo- 
zymase eine Phosphorylierung der Codehydrase I zu Codehydrase J] 
erfolet, zogen wir in Betracht, daf8 diese Umwandlung in Be- 
zichung stehe zu der oben erwiihnten fiir Glykolyse und Giirung 
typischen Veresterung von anorganischem Phosphat. Verschie- 
dene Méglichkeiten wurden als Arbeitshypothesen erwogen. Man 
kann z. B. annehmen, da8B der Eintritt des anorganischen Phos- 
phats an der Cozymase, und zwar an ihrer hydrierten Form, er- 
folge, und daB dann von der so entstandenen hydrierten Co- 
dehydrase II das Phosphat auf Adenylsiure bzw. Adenosindiphos- 
phorsiure umgeestert wird, etwa nach folgendem Schema: 
Apodehydrase *) 


: -* Phosphoglycerinsiiure + Co!ll, 
fiir Triosephosph. 


|) Triosephosphat + Co! 
(2) Co'H, + P = Co"H, 
(3) Co"H, + Adenosindiphosphorsiure = Co'H, -- Adenosintriphosphorsiiure. 


Die Phosphorylierung der Dihydro-Cozymase kiénnte demnach 
sowohl durch Adenosintriphosphorsiure (Gleichung 3 von rechts 
nach links) wie durch anorganisches Phosphat erfolgen (Gleichung 2). 
Letztere Reaktion miiBte jedoch in nicht niher definierbarer Weise 
mit der Hydrierung der Cozymase (Gleichung 1) gekoppelt sein. 

Wir haben zahlreiche Versuche unternommen, um diese 
Hypothese experimentell zu priifen. Reaktion (8) trifft nach Ver- 
suchen von Herrn Dr. Bauer wahrscheinlich zu, d.h. die schon 
von Vestin’) beschriebene Phosphorylierung von Cozymase durch 
Adenosintriphosphorsiure setzt wahrscheinlich an der Dihydro- 
cozymase ein. Dagegen konnten wir fiir Reaktion (2) noch keine 


6) Vel. Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 
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experimentelle Stiitze finden. Wir iiberzeugten uns namlich durch 
spektrometrische Versuche‘) davon, daB das bei der Dehydrierung 
von Triosephosphat durch Cozymase in Gegenwart von ,,B-Protein‘ 
entstehende Dihydro-Co-Enzym [vgl. Meyerhof und Mitarbeiter 4) 
nur aus Dihydro-Cozymase besteht. Dihydro-Codehydrase II war 
nicht nachweisbar. Ebensowenig ist die von Meyerhof und Mit- 
arbeitern*) beschriebene Mehrbildung von Dihydro-Cozymase bein 
Zusatz von Adenosindiphosphorsiiure zum Reaktionssystem yon 
einer Codehydrase IJ-Bildung begleitet. Da wir jedoch iiber die 
Gleichgewichtslage der beteiligten Reaktionen noch zu wenig unter- 
richtet sind, schlieBt der mangelnde Nachweis von Codehydrase II 
noch nicht ginzlich aus, daB die Phosphorylierung tiber Codehy- 
drase Il verlauft. 

Eine andere Hypothese zieht in Betracht, daB die hydrierten 
Formen der Codehydrasen I und II in enzymatisch bedingten 
Fleichgewichten mit ihren Spaltstiicken stehen; diese kénnen ent- 
weder bestehen aus hydrierter Pyridin-ribosephosphorsiure einer- 
seits und Adeninribose-(mono- bzw. di-)phosphorsaiure anderer- 
seits oder aus hydriertem Pyridin-ribosid einerseits und Adenin- 
ribose -(di- bzw. tri-)phosphorsiiure andererseits. Je nach dem 
AusmaB der mit der T'riosephosphatdehydrierung gekoppelten 
Phosphorylierung des Adeninnucleotidteils bzw. der Dephosphory- 
lierung durch Phosphatacceptoren wird ein mehr oder weniger 
groBer Anteil der in den Versuch eingesetzten Codehydrase | 
in Codehydrase II umgewandelt werden, und umgekehrt. 

Needham und Pillai’) kommen mit der von ihnen ge- 
iiuBerten Hypothese tiber den Mechanismus der Phosphorylierung 
den hier erwogenen Moéglichkeiten nahe. Diese Autoren nehmen 
eine primire Bildung einer reduzierten phosphorylierten Cozymase 
an, die einer Spaltung in Adenylpyrophosphat und den reduzierten 
Yozymaserest unterliegt, welch letzterer sich wieder mit Adenyl- 
siiure vereinigt. 

Es wird weiterer Versuche bediirfen, um den Mechanismus 
der Codehydrase-Umwandlung kennen zu lernen und zu ent- 
scheiden, ob diese als notwendiges Reaktionsglied in den Reaktionen- 
komplex bei Glykolyse und Girung eingeht. 


") Wir verdanken dieselben Herrn G. Giinther. 
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Darstellung von Progesteron (Corpus luteum-Hormon) 
und Androstendion durch direkte Oxydation von Cholestenon. 


10. Mitteilung iiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 
Von 
Wilhelm Dirscherl und Fritz Hanusch. 


fAus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. und dem 
Wissenschaftlichen Laborat. der C. F. Boehringer & Séhne G.m. b. H., Mannheim-Waldhof®).] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1937.) 


Bei der Uberfithrung des epi-Dihydro-cholesterins in Andro- 
steron nach Ruzicka®) muB die Hydroxylgruppe durch Acylierung 
geschiitzt werden, bei der des Cholesterins (I) in trans-Dehydro- 
androsteron (IJ) ist auBerdem die Doppelbindung wihrend der 
Oxydation durch Anlagerung von Brom abzudecken. In beiden 
Fallen wird die Sterinseitenkette in einer Reaktion véllig ab- 
gespalten, so daB die entsprechenden Ringketone entstehen. 


CH, O 
CH, CH, 
Fi ee alae yes, 
cu, |_| cH, dr ae 
ad ra on oe 
a td Pigg et 
HO I HO II 


Fiir die Darstellung des Progesterons aus Sterin kam bisher 
nur das teure und schwer zugingliche Stigmasterin (aus Soja- 
bohne) in Betracht. Der von Butenandt*) sowie von Fernholz‘) 
durchgefiihrte Abbau der Sterinseitenkette erfolgt hier aber stufen- 
weise tiber eine Reihe von Zwischenprodukten, beginnend an der 


') 9. Mitt.: W. Dirscherl, J. Kraus u. H. E. Voss, Diese Z. 241, 
1 (1936). 

*) Die Versuche sind wihrend meiner Titigkeit im Mannheimer Labo- 
ratorium 1935 begonnen worden. Die ersten Befunde wurden am 11. No- 
Vember 1935 in einem ,,versiegelten Schreiben“ der Chemikerzeitung mit- 
geteilt. Dirscherl. 

5) Helvet. chim. Acta 17, 1395 (1934). 

*) Ber. chem. Ges. 67, 1611, 2085 (1984). 

*) Ber. chem. Ges. 67, 2027 (1934). 
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in der Seitenkette des Stigmasterins befindlichen Doppelbindung 
Hydroxyl und Kerndoppelbindung sind wiederum zu schiitzen. 


Wir gingen bei unserer Arbeit von 2 Uberlegungen aus, 
Einmal hielten wir es aus verschiedenen Griinden fiir méglich, 
daB das Cholestenon (III), in dem die Doppelbindung konjugiert 
zur Ketogruppe liegt, stabiler als Cholesterin bzw. Dihydrochole. 
sterin ist. Wenn diese Annahme zutrifft, muBte es méglich sein, 
die Seitenkette abzuoxydieren, ohne Ketogruppe und Doppel- 
bindung zu schiitzen. Als Reaktionsprodukt war dabei Andro. 
stendion (V) zu erwarten. Vom Androstendion ist bekannt, daf 
es zu den bestwirksamen Kérpern aus der Reihe der minnlichen 
Keimdriisenhormone gehért. Wir erwarteten auBer dem Andro- 
stendion als zweites Reaktionsprodukt Progesteron, das Hormon 
des Corpus luteum. Bei der Oxydation der Sterine kann ja die 
Seitenkette an verschiedenen Stellen abgesprengt werden. Die 
Spaltung an der endstandigen Verzweigung ergibt nach Windaus'‘ 
Aceton, die Spaltung an der Haftstelle zum Ring liefert ein Keton 
mit der Lange der Seitenkette. Es war nicht einzusehen, warum 
nicht teilweise die Seitenkette so abgesprengt werden soll, dab 
eine Verkiirzung zu —CO—CH, stattfindet, dem Rest, der im 
Progesteron an C,, sitzt. 


Unsere Erwartungen haben sich erfillt. Oxydiert man Chole- 
stenon (III) in Hisessig mit Chromsiureanhydrid bei miabiger 
Temperatur, so erhalt man in einer Reaktion nebeneinander 
Progesteron (IV) und Androstendion (V), die sich beide in reiner 
Form isolieren und sowohl chemisch als auch biologisch identi- 
fizieren lassen. Fiir die Abtrennung der beiden Hormone von 
unverindertem Ausgangsmaterial und anderen Reaktionsprodukten 
laBt sich unter anderem die T'atsache verwenden, daB Andro- 
stendion und Progesteron beim Ausschiitteln des z. B. in Ligroin 
gelésten Gemisches mit Siuren, beispielsweise konzentrierter Salz- 
siiure, in diese hineingehen. 
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°) Ber. chem. Ges. 41, 2558 (1908). 
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Aus der Art des Verfahrens ergibt sich ohne weiteres die 


} grundsitzliche Méglichkeit, an Stelle des Cholesterins auch andere 


Sterine, z. B. die pflanzlichen Sitosterine, in Form ihrer dem 
Cholestenon entsprechenden ungesittigten Ketone als Ausgangs- 
material zu verwenden. Statt des schwer zugiinglichen Stigma- 


| sterins erlaubt unsere Methode die Anwendung in groBer Menge 


verfiigbarer Sterine fiir die Darstellung des Progesterons. 

In bezug auf das Androstendion ist darauf hinzuweisen, daB 
dieses in seiner Wirksamkeit dem Testosteron (VJ) nahekommt 
baw. es sogar iibertrifft. Im Vesikulardriisentest nach Lowe und 


| Voss zeigt es 1/,— /, der Wirksamkeit des Testosterons’), im 


Kapaunentest wirkt es bei direkter Aufbringung auf den Kamm 
stirker als Testosteron ”'), 
Da nach Mamoli und Vercellone’) Androstendion (V) durch 


| phytochemische Hydrierung mittels giirender Hefe in Testo- 


steron (VI) itibergefiihrt werden kann, ergibt sich aus der Hinter- 
einanderschaltung unseres und dieses Verfahrens auch ein neuer 
Weg zur Darstellung des 'Testosterons. 

Ubrigens laBt sich auch das Cholestanon, in dem die Doppel- 
bindung des Cholestenons hydriert ist, erfolgreich der Oxydation 
unterwerfen, wobei unter anderem Androstandion gebildet wird. 


Herrn Dr. H. E. Voss sind wir fiir die Durchfiithrung der zablreichen 
Tierversuche zu besonderem Dank verpflichtet. Herrn P. Vogler danken 


| wir fiir seine eifrige Mithilfe bei der Ausfiihrung von Versuchen. 


Versueche. 


50 g Cholestenon werden in 3 Litern Eisessig gelést. Unter kriaftigem 
Riithren 148t man im Verlauf einer Stunde eine Lisung von 85 g Chrom- 


| Siureanhydrid in 30 cem Wasser und 300 cem Eisessig langsam zuflieBen, 


wobei die Temperatur bei 40—50° gehalten wird. Nach beendeter Zugabe 


| wird noch 4—5 Stunden weiter geriihrt, dann der Uberschu8 an Chrom- 
| siure mit Methanol oder Acetaldehyd zerstért und die Hauptmenge des 


”) W. Dirscherl, J. Kraus u. H. E. Voss, Diese Z. 241, 7 (1936). 
*) H. E. Vess, Klin. Wschr. 16, 769 (1937). 
*) Ber. chem. Ges. 70, 470 (1937). 
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Eisessigs i. V. abdestilliert. Der Riickstand wird in Wasser gelést und mit 
Ather erschépfend ausgezogen. Die vereinigten Atherausziige werden mit 
2n-NaOH ausgeschiittelt und hierauf mit Wasser neutral gewaschen. Dany 
wird der Ather abdestilliert, durch den Riickstand 1 Stunde lang Wasser. 
dampf geblasen und wieder mit Ather ausgeschiittelt. Die abgetrennte 
iitherische Lésung wird mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet und 
dann zur Trockne gedampft. Es hinterbleibt ein hellgelbes Harz, das in 
wenig Ligroin gelést wird. Die Lisung wird nun mit konzentrierter Salz. 
siiure ausgeschiittelt. Die vereinigten Salzsiiureausziige, die beide Hormone 
enthalten, werden nach Verdiinnen mit der doppelten Menge Wasser er. 
schépfend ausgeiithert. Die Atherausziige werden neutral gewaschen, ge. 
trocknet und zur Trockne gedampft. Das zuriickbleibende Harz wird in 
Aceton gelést und diese Lésung allmihlich mit Wasser versetzt. Nach 
einigem Stehen scheiden sich Krystalinadeln ab, die durch Sublimation im 
Hochvakuum und anschlieBende Umkrystallisation des Sublimats aus Aceton 
rein erhalten werden. Androstendion vom Schmelzp. 169—170° (unkorr)., 


3,187 mg Subst.: 9,290 mg CO,, 2,520 mg H,0. 

C,oH,,02 Ber. C 179,66 H 9,16 Gef. C 79,50 H 8,84. 

2,285 mg in Chloroform auf 1 ccm geldést, 0,5 dm, a = + 0,21° 

[o}o = + 184°. 

Die pereutane Kapauneneinheit (tigliche Dosis) ist in etwa 0,2 y ent: 
halten, die Miuseeinheit im Vesikulardriisentest nach Loewe und Vos; 
in etwa 3507. [Die niheren Bedingungen der Wirksamkeitsbestimmung 
sind in der 9. Mitteilung angegeben')}|. Die gefundenen Werte stimmen mit 
den friiher fiir Androstendion ermittelten iiberein '). 

Der nach der Abtrennung des Androstendions zuriickgebliebene harzige 
Anteil enthilt im Corpus luteum-Test nach Clauberg die Einheit in 
weniger als 10 mg. Er wird der fraktionierten Sublimation im Hochvakuum 
unterworfen und das Sublimat aus Aceton krystallisiert. Man erhilt schlied- 
lich reines Progesteron vom Schmelzp. 121—122°, das die internationale 
Einheit in 1 mg enthialt. 

4,182 mg Subst.: 12,100 mg CO,, 3,701 mg H,0. 

C,,H;,0, Ber. C 80,26 H 9,55 Gef. C 79,86 H 9,90. 
[oa}2%5 = + 192° in Chloroform. 
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| tativ. 
| fiir die Existenz der ,,Carboligase“ ergeben. 
bedarf noch der Aufklirung: Wihrend Neuberg und Hirsch‘) 
' bei der Vergiirung von Brenztraubensiiure mit frischer, also 
_lebender Hefe in Anwesenheit von Benzaldehyd optisch aktives 
| Phenyl-acetyl-carbinol erhielten, wurde bei Verwendung von zell- 
‘freiem Hefemacerationssaft das inaktive Racemat gebildet. 
'haben 1934 mit der Bearbeitung dieser Frage begonnen. Da sich 
|} das Phenyl-acetyl-carbinol isolieren und so die optische Drehung 
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Isolierung und optische Aktivitit 


' des bei der Vergaérung von Brenztraubensdure mit Frischhefe, 


Trockenhefe und Macerationssaft gebildeten Acetoins’). 
6. Mitteilung itber Acyloine?). 
Von 
Wilhelm Dirscherl und Alfred Schdéllig. 
Mit 1 Figur im Text. 


[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg?) 
und dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat frankfurt a. M.] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1937.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen wurden von Dirscherl 


}zahlreiche Versuche mitgeteilt, aus denen klar hervorgeht, dab 
i die von C. Neuberg und seinen Schiilern gemachte Annahme 
‘eines kohlenstoffkettenverkniipfenden Ferments ,,Carboligase* ent- 
| behrlich und véllig unbewiesen ist. Es lieB sich vor allem zeigen, 
'daB auch bei nichtfermentativer Decarboxylierung von Brenz- 
' traubensiiture Acetoin entsteht, in manchen Fallen sogar quanti- 


Aber auch bei Hefeversuchen hat sich keinerlei Anhalt 
Eine Tatsache nur 


Wir 


') Der Inhalt dieser Mitteilung wurde im wesentlichen von einem von 


uns (D.) auf der Tagung der Deutschen physiologischen Gesellschaft in 
| GieBen am 1. September 1936 vorgetragen. Vel. Referat Ber. Physiol. 96, 
699 (1937). 


*) 5. Mitt.: W. Dirscherl, Diese Z. 219, 177 (1933). 

‘) Die Arbeit ist in den Jahren 1934—1936 in Heidelberg ausgefthrt 
Worden. 

*) Biochem. Z. 115, 282 (1921). 
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der reinen Substanz messen lift, lag es nahe, diesen Vorgang 
niher zu untersuchen. Wir haben aber davon Abstand genommen, 
weil nach unseren Erfahrungen bei der Vergirung der Brenz. 
traubenséure unter Zusatz von Benzaldehyd nicht nur Pheny). 
acetyl-carbinol, sondern daneben auch Acetoin gebildet wird und 
weil auberdem die Garung durch Benzaldehyd gehemmt und s 
die Ausbeute an Acyloin erniedrigt wird. Deshalb entschieden 
wir uns dafiir, Brenztraubensiiure ohne Zusatz zu vergiren und 
das gebildete Acetoin in Substanz oder als geeignetes Derivat 
zu isolieren, Die Durchfiihrung dieser Aufgabe ergab aber zal. 
reiche Schwierigkeiten, die sich nur allmahlich itberwinden liefen, 
Schon Hirsch‘) hat angegeben, daB sich Acetoin aus der Gir. 
lésung nicht mit Ather extrahieren laBt; er hat es deshalb auch 
nicht isolieren kénnen, sondern mute sich auf die Darstellung 
von Derivaten beschrinken. Bekannte Derivate aber, wie das 
Osazon, waren fiir unseren Zweck unbrauchbar, da bei der Osazon- 
bildung gleichzeitig Oxydation des optisch aktiven Acetoins zum 
inaktiven Diacetyl stattfindet, so daB das Osazon kein asymme- 
trisches Kohlenstofiatom mehr enthilt. Wir versuchten zuniichst 
aus verdiinnten waBrigen Acetoinlésungen Derivate des Acetoins 
herzustellen, in denen das asymmetrische Kohlenstoffatom des 
Acetoins noch erhalten ist, die also noch optische Drehung aut- 
weisen kénnen. Versuche mit den verschiedensten Ketonreagentien 
verliefen erfolglos. Das einzige Reagens, das sich mit Acetom 
auch in sehr verdiinnter Lésung ohne Oxydation zu einem gut 
faBbaren Derivat umsetzt, ist das Thiosemicarbazid, aber die 
optische Drehung des Thiosemicarbazons ist selbst in gesittigter 
Liésung so gering, daB auch dieses Verfahren unbrauchbar ist. 
Wir muB8ten nun versuchen, das Acetoin in Substanz zu isolieren. 
Unterwirft man das Girgut einer Behandlung mit Bleiacetat und 
Kieselgur, dann 14Bt sich zwar aus dem Filtrat bei mehrtagiger 
Extraktion mit Ather das Acetoin entziehen. Beim Abdampfen 
des Athers gehen aber groBe Mengen Acetoin verloren, weil das 
Acetoin mit den Liésungsmitteldiampfen auBerordentlich leicht 
flichtig ist. Dasselbe gilt auch fiir die Ausitherung rein waBriger 
Acetoinlésungen, die man erhilt, wenn man das Gargut det 
Destillation unterwirft. Das Acetoin ist ja, wie Hirsch (a. a. 0) 
bereits angegeben hat, mit Wasserdampf gleichmiifig flichtig 
Diese Erfahrung kénnen wir, wenigstens fiir die im Girgut her'- 


5) Biochem. Z. 181, 182 (1922). 
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| schende Acetoinkonzentration bestiitigen. Bei héheren Konzen- 
| trationen reichert sich das Acetoin zwar im Riickstand etwas an, 
‘geht aber bei vollstiindigem Abdestillieren doch véllig iiber. Es 
'erschien nun notwendig, die Konzentration des Acetoins im 
Destillat so weit zu erhdhen, daB nach folgender Atherextraktion 
‘beim Abdampfen des Athers der Verlust an Acetoin auf ein er- 
' trigliches MaB beschriinkt wird. Das haben wir erreicht, indem 
| wir das wafrige Destillat mit Natriumbisulfit versetzen und dann 
' das Wasser gréBtenteils abdestillieren, bis sich festes Bisulfit 
} ausscheidet, wobei die nichtfliichtige Acetoinbisulfit -Verbindung 
' im Destillationsriickstand zuriickbleibt. Da die Bisulfitverbindung 
teilweise dissoziiert ist, muB man einen méglichst groBen Uber- 
'schuB an Bisulfit anwenden, damit nur wenig Acetoin iiber- 
| destilliert. Es ist so méglich, bis zu 90°/, des Acetoins im 
' Destillationsriickstand anzureichern. Die Acetoinbisulfit-Verbin- 
dung wird nun zerlegt, wozu es nétig ist, schwach alkalisch zu 
/machen, und nun das Acetoin entweder gleich, oder nach noch- 
maliger Destillation aus dem Destillat, ausgeithert. Anfangs 
‘haben wir die direkte Ausitherung durchgefiihrt, spiter aber, um 
' die Gefahr der Racemisation zu vermeiden, erst noch einmal ab- 
‘ destilliert und dann extrahiert, da die Atherextraktion lingere 
| Zeit dauert und die Racemisation schon im schwach alkalischen 
| Gebiet merklich wird (vgl. Versuche). Das Bisulfit wirkt nicht 
'racemisierend, wie wir festgestellt haben. Allerdings geht die 
' Drehung des optisch aktiven Acetoins nach Zugabe von Bisulfit 
; stark zuriick, das beruht aber darauf, daB die spezifische Drehung 
der Bisulfitverbindung sehr klein ist, denn nach der Zerlegung 
| der Verbindung erhilt man Acetoin, das die gleiche Drehung 
} aufweist wie vor dem Zusatz des Bisulfits (vgl. Vers.). In rein 
| wiBriger Lésung tritt ebenfalls keine Racemisation des optisch 
| aktiven Acetoins ein (vgl. Vers.). 


Man kann natiirlich an Stelle des Bisulfits auch andere 


' Reagentien verwenden, die geeignet sind, mit der Carbonylgruppe 
‘des Acetoins eine nichtfliichtige Verbindung einzugehen. 


Die Isolierung des Acetoins gestaltet sich folgendermaBen: Das ab- 


_ geschleuderte Girgut wird mit Bleiacetat (dieser Zusatz kann auch unter- 
| bleiben) und Kieselgur behandelt, von den Niederschligen abgeschleudert 
- und die Lésung im Vakuum destilliert, Das saure Destillat, das noch un- 
| yergorene Brenztraubensiiure enthilt, wird schwach alkalisch gemacht und 
' hochmals destilliert. Das 2. Destillat — der Kiirze halber als ,,Bidestillat“ 
| bezeichnet — wird mit einem groBen Uberschu8 von Natriumbisulfit ver- 
| Ssetzt und im Vakuum stark eingeengt, bis Bisulfit auskrystallisiert (meist 
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auf etwa 4/,, des urspriinglichen Volumens). Der Riickstand wird nun mij 
Natriumbicarbonat neutralisiert und zur Zerlegung der Bisulfitverbindune 
mit n-Natronlauge bis zur Rétung von Phenolphthalein schwach alkalisch 
gemacht. Entweder wird nun avusgeiithert, oder es wird zweckmiibig cine 
weitere Destillation im Vakuum bei niedriger Temperatur vorgenommen, 
Das erhaltene ,,Tridestillat“ wird im Extraktionsapparat ausgeiithert, die 
Atherlésung mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und der Ather, ers 
bei gew6hnlichem, dann bei vermindertem Druck, abgedampft. Der Riick. 
stand wird nun der Vakuumdestillation unterworfen. Bei 35—38° und 
12 mm Druck geht die Hauptmenge als reines Acetoin iiber. Nach 
Elementaranalyse, Titration der Ketogruppe durch alkalimetrische Titration 
der mit Hydroxylamin-hydrochlorid versetzten Liésung, Uberfiihrung in 
Nickel-dimethylglyoxim und Dimerisierung zu festem Acetoin (vgl. Versuchs. 
teil) handelt es sich um reines Acetoin. 


Auf dem beschriebenen Wege ist die bisher unmdglich ge- 
wesene praparative Darstellung des Acetoins aus Girungslisungen 
gelungen und damit die Voraussetzung zur einwandfreien Fest- 
stellung der optischen Aktivitit des Girungsacetoins geschafien, 
Wir haben auBerdem die Konzentration des Acetoins in den 
Garlésungen noch erhdht, indem wir nach beendeter Vergiirung 
einer bestimmten Menge Brenztraubensiiure nochmals gepufferte 
Saure zugaben und dieses Vorgehen wiederholten, solange noch 
wirksames Ferment vorhanden war. Oder aber wir unterwarfen 
die Bidestillate nach Zusatz frischer Siure wiederholt der Girung, 
In solchen ,,Durchgirungen“ lief sich die Acetoinkonzentration auf 
das Mehrfache steigern. Die Acetoinausbeute liBt sich so bis 
auf 60°/, d. Th. erhéhen, weil ja bekanntlich bei Zusatz von 
Acetaldehyd ein Molekiil stabiler Aldehyd sich mit einem Mole- 
kiil nascierendem Aldehyd kondensieren kann. Die spezifische 
Drehung des Acetoins ist bei diesen ,,Durchgiirungen“ etwa 
die gleiche wie bei der einfachen Gurung, so daB auch bei 
wochenlanger Girdauer Racemisation in merklichem Umfange 
nicht eintritt. 

Wir haben sowohl mit frischer untergiriger Bierhefe wie mit 
daraus bereiteter Trockenhefe reines Acetoin erhalten, welches 
die spezifische Drehung [«]*° = — 26° bis — 28° zeigte. Das ist 
der Wert, der fiir das Acetoin in Substanz ohne Lésungsmittel 
gilt; in waiBriger Lésung weisen diese Acetoinpriiparate eine 
spezifische Drehung [@|*? = — 46° bis — 48° auf. Den gleichen 
Wert findet man im Bi- und Tridestillat der Girungsversuche, 
wobei die Acetoinmenge durch Uberfiihrung in Nickeldimethyl- 
glyoxim bestimmt wurde. Es ist also zulissig, bei Versuchen 
im kleineren MaBstab sich auf die Drehungsmessung und Acetoin- 
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bestimmung im Destillat zu beschriinken, wie wir das manchmal 


getan haben, um das Verfahren abzukiirzen. 


Zur GréBe der spezifischen Drehung des Acetoins ist noch 


' zu bemerken, daB wir uns durch Messungen bei verschiedenen 


Rohrlingen davon tiberzeugt haben, daB die GréBenordnung richtig 


' ist, daB die Drehung also nicht, wie es bei manchen Substanzen 


vorkommt, um 360° oder ein Vielfaches davon gréBer ist. 


Nun war zu untersuchen, ob auch bei der Vergiirung mit 


' Macerationssaft optisch aktives Acetoin gebildet wird. Nach den 
-Neubergschen Befunden am Phenyl-acetyl-carbinol war das 


nicht zu erwarten. Zunichst traten neue Schwierigkeiten auf, 


die darin begriindet waren, daB die Macerationssiifte hiutig nur 
einen Bruchteil des Decarboxylierungsvermégens der verwendeten 
' Trockenhefe besitzen. 


Mit solchen schlecht girenden Siiften ist 
es unmdéglich, geniigend groBe Mengen Brenztraubensiiure zu 
vergiren und Acetoin in isolierbarer Menge zu erhalten. Wie 


' aus dem Versuchsteil hervorgeht, haben wir spiiter bessere Hefe- 
| sifte erhalten, ohne sagen zu kénnen, woran das liegt. Aber es 


ist bekannt, daB sich verschiedene Heferassen bei der Maceration 
sehr verschieden verhalten kénnen®). Zunichst bereiteten wir den 


Macerationssaft nach der alten Vorschrift von Lebedew®), indem 


wir die Trockenhefe mit der 3fachen Menge Wasser bei 30—35° 
2 Stunden stehen lieBen. Brenztraubensiiure wurde _praktisch 
nicht vergoren. Das konnte nicht mit der von Lebedew’) 
schon beobachteten Verzégerung (Induktion) zusammenhiingen, 
die bei der Vergirung von Zucker durch solche Sifte auf- 
treten kann, denn die Induktion ist in diesen Fiillen durch 
den Mangel an Hexosediphosphat maBgebend bedingt‘). Bei der 
Vergirung von Brenztraubensiure spielt das Zuckerphosphat keine 
Rolle. Auch Zusatz von Hefekochsaft, der die von Auhagen®) 
entdeckte Co-carboxylase enthilt, zeigte sich manchmal erfolglos 
ivgl. Kurve III der Figur). Das geringe Girvermégen unserer 
Hefesiifte war aber auch nicht durch eine Zerstérung der 
Carboxylase bedingt. Trennt man nimlich nach dem Macerieren 
den Saft nicht ab, sondern verwendet die ganze Suspension zur 
Girung, so zeigt sich, daB die Suspension ebenso gut decarboxyliert 
wie die Trockenhefe, mit dem einen Unterschied, da bei der 


*) Lebedew, Diese Z. 73, 447 (1911). 
‘) Meyerhof, Diese Z. 102, 185 (1918). 
*) Diese Z. 209, 20 (1932). 
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Suspension die Garung sofort einsetzt, wihrend bei der Trocken. 
hefe eine kurze Induktionszeit zu beobachten war (vgl. Kurven I, 
Ia und II, Ila in der Figur). Dasselbe ist aus weiteren Versuchen 
zu ersehen. Kurve III zeigt, daB filtrierter Macerationssaft, auch 
nach Zusatz von Hefekochsaft, aus der Brenztraubensdiure kaum 
Kohlensiure entwickelt. Gibt man nun den abgetrennten Hefe. 
riickstand dazu, so setzt sofort die Garung ein. 
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(Daten im Versuchsteil, S. 66). 


Wie erwihnt, zeigen verschiedene Hefepriparate, auch gleicher 
Herkunft, nicht immer dieses extreme Verhalten (vgl. spiter). Aber 
in den geschilderten Fillen geniigt offenbar die Macerationsdauer 
nicht, um die Hauptmenge der Carboxylase aus den (zerstérten) 
Zellen in Lésung zu bringen. Die Carboxylase zeigt hier also 
ein Verhalten, wie es Willstitter und Rohdewald fir manche 
anderen Fermente beschrieben haben. Durch wiederholte Mace- 
ration laBt sich ein besser wirksamer Hefesaft herstellen. Wir 
haben schlieBlich unsere Macerationssiifte so bereitet, daB wir 
die Trockenhefe mit der 3fachen Menge Wasser bei Zimmer- 
temperatur iiber Nacht stehen lieBen und dann anschlieBend 
2 Stunden bei 30° hielten. AuBerdem haben wir anfangs allen 
Girungsversuchen mit Macerationssaft Hefekochsaft zugefiigt. Hier 
bewahrte sich am besten Kochsaft aus Brauereitrockenhefe. Bei 
der Vergirung der Brenztraubensiure mit Macerationssaft unter 
Zusatz von Kochsaft erhielten wir in mehreren Versuchen Acetoin, 
das im Tridestillat die spezifische Drehung [a]? = — 49° bis — 50" 
und in Substanz — 32,2° zeigte. Die spezifische Drehung war 
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} wie mit Kochsaft. 
| schaften der Hefe zusammenhingen, denn die Macerationssifte 
' goren besser als friiher, ohne dai Kochsaft zugesetzt war. 
| Auhagen [*), S. 330] sowie Langenbeck'!) haben schon friher 
| darauf aufmerksam gemacht, daB die Aktivierbarkeit der Hefe- 
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'also etwas gréBer als bei den Versuchen mit frischer und ge- 


trockneter Hefe. Die Tatsache, daB auch mittels Macerations- 


| saftes optisch aktives Acetoin erhalten wurde, iiberraschte uns 
sehr, denn Neuberg hatte ja, wie bereits erwihnt, bei der Ver- 
'girung von Brenztraubensiure in Anwesenheit von Benzaldehyd 
' racemisches Phenyl-acetyl-carbinol erhalten. 
| Unterschied zwischen dem Neubergschen Befund und dem uns- 
' rigen nicht darin, daB es sich um verschiedene Acyloine handelt, 

obwohl das natiirlich eine Rolle spielen kénnte, sondern glaubten 
fan einen EinfluB der Co-carboxylase. Auhagen gibt an®), daB die 
| Co-carboxylase nicht sehr bestandig ist; ihr Gehalt im Macerations- 
| saft ging bei 30° innerhalb 20 Stunden auf etwa 1/, zuriick. 
| Nachdem Neuberg bei seinen Versuchen, die schon vor der Ent- 


Wir suchten den 


deckung der Co-carboxylase gemacht wurden, Macerationssaft aus 


einer 6 Monate alten Trockenhefe verwendet hatte, keinen Koch- 


saft zusetzte und bei 37° 4 Tage lang giren lieB, war hier viel- 
leicht nur sehr wenig Co-carboxylase enthalten, dagegen bei unseren 
Versuchen vielleicht wesentlich mehr. Wir untersuchten deshalb 


} die Acetoinbildung .bei der Brenztraubensiuregirung mit Mace- 
| rationssaft ohne Zusatz von Kochsaft. Die Giarung verlief wesent- 
| lich langsamer als mit Kochsaft. Im Tridestillat erwies sich die 


spezifische Drehung des Acetoins [a]? = — 12° (+ 2°). Die 
spezifische Drehung des Acetoins (in wiBriger Liésung) betrug also 


| ohne Kochsaft nur etwa '/, des Wertes, der bei Garung mit Zu- 
_ satz von Kochsaft erhalten worden war"). 
'diuBeren Griinden (Ubersiedlung von Heidelberg nach Frankfurt) 

die Arbeiten an dieser Stelle unterbrechen. Als wir die Versuche 
mit Macerationssaft wiederholten, auch mit Hefe aus der gleichen 
| Bezugsquelle wie friiher, erhielten wir auch in den Versuchen 


Wir muBten aus 


ohne Kochsaftzusatz Acetoin von der gleichen spezifischen Drehung 
Das mag mit einer Anderung der Eigen- 


priparate durch Co-carboxylase sehr verschieden ist. 
Wir erhielten in unseren spiteren Versuchen mit sehr gut 


giirenden Macerationssaften sogar Acetoin, das im ‘Tridestillat 





*) Biochem. Z. 258, 330 (1933). 
) Vgl. Referat des GieBener Vortrages, Ber. Physiol. 96, 659 (1937). 
1) Diese Z. 227, 267 (1934). 
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[a]? =— 103° zeigte, also eine doppelt so groBe spezifische 
Drehung wie in den friiheren Versuchen aufwies. Daraus geht 
hervor, daB es sich bei den niedriger drehenden Acetoinpriiparatey 
um Gemische von linksdrehendem mit racemischem Acetoin hap. 
delte, méglicherweise ist das auch noch bei diesen hochdrehendey 
Priiparaten der Fall. Wir haben iibrigens auch bei der Dimeri- 
sierung des optisch aktiven Acetoins neben inaktivem Dimerey 
monomeres, fliissiges Acetoin von héherem Drehungswert erhalten 
(Mitteilung erfolgt andernorts). SchlieBlich ist hier auch zu er. 
wihnen, daB kiirzlich Tomiyasu?*) unsere Ergebnisse insofern 
bestitigt hat, als er bei der Vergiirung von Glucose bei An. 
wesenheit von Acetaldehyd sowohl mit frischer Hefe als auch mit 
Trockenhefe und mit Macerationssaft im Destillat des Girgutes 
fiir das ermittelte Acetoin, das allerdings nicht isoliert wurde, 
die spezifische Drehung zu etwa — 40° bestimmte. Mit Bacillus 
natto erhielt er — 98°. (Auf weitere Befunde und Ansichten 
Tomiyasus ist weiter unten bzw. in der folgenden Mitteilung 
niher einzugehen.) 

Ob bei der Ausbildung der optischen Aktivitaét des Acetoins 
die Cocarboxylase eine Rolle spielt, miissen wir offen lassen, da 
wir aus duBeren Griinden (Weggang von Sch. in die Industrie) 
die Arbeiten vorlaufig beenden miissen. Méglich erscheint es 
nicht nur auf Grund des oben mitgeteilten Befundes der niedrigen 
Drehung des Acetoins, das mit einem schlecht giirenden Saft ohne 
Kochsaft erhalten wurde, sondern auch deshalb, weil in den Ver- 
suchen mit Macerationssiiften, die auch ohne Kochsaft ausgezeichnet 
girten, also vielleicht bereits viel Co-Ferment enthielten, die spezi- 
fische Drehung des Acetoins besonders hoch war. 

Jedenfalls vereinfacht die ‘T'atsache, daB sowohl mit Hefe- 
zellen als auch mit zellfreiem Hefesaft optisch aktives Acetoin 
erhalten wird, die Sachlage. Nach unserer Auffassung ist dadurch 
nicht die Existenz der Carboligase bewiesen, wofiir Tomiyasu 
eintritt, sondern es ist lediglich fiir die Carboxylase der Heie- 
zellen und des zelifreien Saftes das gleiche Verhalten gezeigt. 
Unserer wiederholt, zuerst in der 2. Mitteilung 1930 geiuBerten 
Ansicht nach, ist ja die Acyloinbildung eine Folge der Carboxy- 
lasewirkung. Man kann sich diese Wirkung folgendermaBen vor- 
stellen: Die Carboxylase ist, wie alle Fermente, als optisch aktiv 
anzusehen. DemgemiB ist auch die Brenztraubensiiure—Carb- 


12) Biochem. Z. 292, 234 (1937). 


.0de ss > @& 





<A 


~~ SQ CD ow R= beet oe. 


Ss & <_4 








zifische 
uS geht 
paraten 
in han. 
henden 
Dimer. 
imerey 
rhalten 
Zu er- 
1sofern 
ei An- 
ch mit 
irgutes 
wurde, 
acillus 
ichten 
eilung 


etoins 
en, da 
us trie} 
nt es 
lrigen 
; ohne 
. Ver- 
chnet 
spezi- 


Hefe- 
-etoin 
durch 
yasu 
Hefe- 
zeigt. 
erten 
DOXY- 

vor- 
aktiv 
Yarb- 





oxylase -Verbindung optisch aktiv. 
| abspaltung statt und es tritt Acyloinkondensation ein, bevor die 
' entstandene Acetaldehyd—Carboxylase-Verbindung in ihre Kompo- 
‘ nenten zerfallen ist, so mu8 man optisch aktives Acyloin erwarten. 
| Lagert sich erst nach Zerfall der Aldehyd—Carboxylase-V erbindung 
' der noch ,nascierende* Aldehyd mit seinesgleichen zu Acyloin 
' zusammen, so wird racemisches Acyloin entstehen. 
' weise kénnen diese Verhiltnisse durch die Menge der anwesenden 
| Co-carboxylase in ihrer Kinetik beeinfluBt und dadurch das Ver- 
| hiltnis zwischen linksdrehendem und racemischem Acetoin be- 
' stimmt werden. 
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Findet nun Kohlensiure- 


Méglicher- 


Die bereits 1930 geiuBerte wahrscheinliche Annahme 1laBt 


' sich heute genauer ausdriicken. Nach Langenbeck!*) und auch 
' nach Wetzel?4) ist die Carboxylase ein Amin. Langenbeck hat 
' gezeigt, daB der Reaktionsmechanismus bei der Decarboxylierung 
' von Brenztraubensiiure durch Carboxylase der gleiche ist wie bei 
' der Decarboxylierung durch Erhitzen mit Aminen. Auch im letzten 
| Fall wird Acetoin gebildet, wie Dirscher]'5) gezeigt und Langen- 
| beck'*) bestatigt hat. 
Carboxylase hat nun eine Bestitigung insofern erfahren, als es 
' Lohmann") gelungen ist, die Co-carboxylase in fast reinem Zu- 
' stand zu isolieren und als Diphosphat des Aneurins (Vitamin B,) 
| zu identifizieren. 
| Aminogruppe. Langenbeck hat allerdings bei seinen Reinigungs- 
| versuchen an der Carboxylase festgestellt [a. a. 0.11), S. 267], dab 
' auch durch lang dauernde Dialyse die Carboxylase nie vollig in- 
| aktiv wurde und durch Zusatz von Hefekochsaft nur eine be- 
 scheidene Aktivierung méglich war (héchstens auf das 21/, fache), 
_ aber vielleicht ist die Dissoziation der Holo-carboxylase in Apo- 
_ und Co-carboxylase stark vom p,, abhingig, das vielleicht un- 
| giinstig gewihlt war. Allerdings besteht auch die Méglichkeit, daB 
_ die Co-carboxylase gar kein richtiges Co-Ferment ist, kein not- 


Die Annahme einer Aminnatur fiir die 


Das Aneurin enthilt aber bekanntlich eine 


wendiger Bestandteil des Ferments, sondern nur ein Aktivator, 


der etwa durch Beseitigung von Hemmungskérpern wirkt und 
' deshalb nur bei unreinen Fermentpriparaten stark wirksam ist, 
' wie das ja bei anderen Fermentsystemen bekannt ist. 
' eine offene Frage, die der Beantwortung harrt. 


Das ist 





8) Ergebn. d. Enzymforsch. II, 334 (1933). 

14) Planta (Berl.) 15, 722 (1932); Chem. Z. 1932, II, 2469. 
%) Diese Z. 201, 92 (1931). 
1”) Naturw. 28, 26 (1937). 


18) Diese Z. 227, 266 (1934). 
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Langenbeck nimmt fiir die Acetoinbildung folgendey 
Mechanismus an: 


COOH COOH 
CO + H,N—R = C=N-R + H,O 
CH, CH, 
Brenz- Amin , erment—Substrat- 
traubensiiure (bzw. Carboxylase) Verbindung“ 
COOH H 
C=NR = C=NR + CO, 
CH, CH, 


Nun kann 1 Molekiil der Aldehyd—Imin-Verbindung (Aldehyd- 
Carboxylase-Verbindung) mit einem 2. Molekiil reagieren, wobe’ 
eines dieser Molekiile noch ,,nascierend“ sein mub: 





H H NR 

. | | * 
C=NR + C=NR = C CH-NHR 
CH, CH, CH, CH, 


Das Kondensationsprodukt wird, da die Carboxylase optisch 
aktiv ist, an der mit einem Sternchen bezeichneten Stelle, einem 
asymmetrischen C-Atom, auch optisch aktivy sein. Es setzt sich 
mit Brenztraubensiure in folgender Weise um: 


CH,—C 





GH—CH, + 2CH,—CO—COOH = CH,—CO—CHOH - CH, 


.- S 
NR NHR + 2CH,—C—COOH 


NR 


Wenn die optische Aktivitit des Gairungsacetoins auf diesem 
Weg zustande kommt, dann war es natiirlich ein schwer erkli- 
barer Widerspruch, daB die Carboxylase sich im Macerationssatft 
anders als in der frischen Hefe verhalten sollte. Diese Unstimmig- 
keit ist durch unseren von Tomiyasu bestiitigten Befund behoben, 
daB auch mit Macerationssaft Acetoin der gleichen spezifischen 
Drehung entsteht wie mit lebender Hefe. 

Hin Teil des nascierenden Acetaldehyds wird sich aber offenbar 
erst zu Acetoin kondensieren, nachdem die Carboxylase wieder 
abgespalten worden ist. Dieses so gebildete Acetoin muB racemisch 
sein. Nach unseren Erfahrungen (vgl. oben) ist das auch der Fall. 

Zum SchluB ist noch kurz auf einen Irrtum Tomiyasus einzugehen. 
Tomiyasu stellt unverstindlicherweise die Sachlage so dar, als ob Dirscher! 
die Bildung des optisch aktiven Acetoins bei der Frischhefegiirung dadurch 


erklire, daB zunichst racemisches Acetoin gebildet wird, daB aber die Hefe- 
zellen die rechtsdrehende Form verzehren und so die linksdrehende Form 
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iibrig bleibt. Diese Auffassung will Tomiyasu mit seinen Versuchen wider- 
' legen. Er tibersieht dabei véllig, daB das Dirscherl] bereits 1930 in der 


gleichen Arbeit getan hat, in der er diese Méglichkeit zur Diskussion ge- 


' stellt hatte. Es hei®t in der 2. Mitteilung, S. 283 wértlich (gesperrt gedruckt): 
_ ,Aus meinen Hefeversuchen im Verein mit den angefiihrten Bilanzzahlen 
' ergibt sich mithin, daB bei der Vergirung der Brenztraubensiiure mit frischer 
' Hefe von vornherein (ausschlieBlich oder tiberwiegend) das linksdrehende 
' Acetoin gebildet wird.“ 


Versuche, 
Acetoinbestimmung durch Uberfihrung in Nickel-dimethyl- 


| glyoxim. Es wird mit Ferrichlorid zu Diacetyl oxydiert, dieses destilliert 
und in das Nickelderivat iibergefiihrt. Die Einzelheiten sind in der 2. Mit- 
' teilung ausfiihrlich angegeben‘’). Die von Dirscherl] dort angegebene Tat- 
- sache, daB man mit reinstem Acetoin nur 85°/, (im Mittel) bestimmen kann, 
_ konnten wir in zahlreichen Bestimmungen bestiitigen. Auch Tomiyasu") 
| bestiitigt diese Angabe. 


Hefepraparate. Es wurde durchweg untergiirige Brauereihefe ver- 


s wendet, in den meisten Fallen Hefe der Engelbrauerei Heidelberg *°), aber 
' auch der Aktienbrauerei Ludwigshafen a. Rh. und der Bindingbrauerei 
' Frankfurt a. M. — Die frische Hefe wurde durch Wissern und Absitzen- 
| lassen wihrend 1—2 Tagen gereinigt, dann durch Abschleudern fremde 
_ Bestandteile wie Hopfénreste entfernt und nach dem Aufriihren mit Wasser 
| abgesaugt. 


Hefeversuche. 


Wir fiihren nur einen kleinen Teil unserer zahlreichen Versuche an. 
1. Garung mit frischer Hefe. 1 Liter 0,2 m-Brenztraubensiiure, der 


_ 66cem 2m-Kaliumacetatlésnng als Puffer enthilt, wird mit 264 g frischer 
_ Hefe versetzt und bei 35—37° 10 Stunden gut geriihrt. Nach beendeter 
_ Girung wird die Hefe abgeschleudert, die Lésung zur Entfernung der 


EiweiBk6rper mit einigen Kubikzentimetern stark iibersiittigter Bleiacetat- 


lisung versetzt und der Niederschlag abgeschleudert. Die abgetrennte 


Lisung, die etwa 2,2 g Acetoin (25°/, d. Th.) enthalt, wird zur Vermeidung 
starken Schiumens mit einigen Tropfen Olsiure versetzt und im Vakuum 
destilliert. Das saure Destillat wird schwach alkalisch gemacht (Rétung von 
Phenolphthalein) und nochmals im Vakuum destilliert. Das neutrale 


 ybidestillat“ wird mit 30 g NaHSO, versetzt und die Lésung im Vakuum 
_ auf etwa 1/,) (100 cem) eingeengt. Durch Zugabe von Bicarbonat wird der 
_ Destillationsriickstand neutralisiert, wobei die Acetoin-bisulfitverbindung 


noch nicht zerlegt wird. Das geschieht erst durch Zugabe von etwas 


| NaOH bis zur deutlichen Rétung von Phenolphthalein. Diese Lisung wurde 
tun im Extraktionsapparat ausgeithert. (Besser ist es, vor der Extrak- 


tion nochmals zu destillieren.) Die iitherische Liésung wird mit gegliihtem 


| Natriumsulfat getrocknet (zweckmiBig l4Bt man im Dunkeln stehen), 


filtriert und hierauf der Ather zuniichst bei gew6hnlichem Druck, dann im 
Vakuum abgedampft. Der Riickstand wird nun der Vakuumdestillation 


*) Diese Z. 188, 238 (1930). 1°) Biochem. Z. 292, 234 (1937). 
. 2°) Der Engelbrauerei Heidelberg sind wir fiir die Uberlassung von 
trischer Hefe sehr zu Dank verpflichtet. 
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unterworfen. Man erhilt zunichst einen kleinen Vorlauf, bei 35—38° unj 
12 mm Druck geht das reine Acetoin als farblose Fliissigkeit tiber. Aus. 
beute etwa 1g, das sind etwa 46°/, der im Girgut gebildeten Acetoinmenge, 

Drehung ohne Lésungsmittel im 1 dm-Rohr: o« = — 26,8° (sofort nach 
der Isolierung gemessen). Da das spezifische Gewicht des Acetoins d = 1,(\(j 
ist, betriigt die spezifische Drehung des fliissigen Acetoins [a]}}? = — 26,9", 

3,881 mg Subst.: 7,740 mg CO,, 3,199 mg H,0O. 

C,H,O, (88) Ber. C 54,50 H 9,08 Gef. C 54,55 H 9,20, 
24,2 mg Subst.: 32,8 mg Nickel-dimethylglyoxim. Das_ entspricht 
32,8 -0,61-1,18 (Korrekturfaktor) = 23,6 mg Acetoin (97,5°/,). 

40,8 mg verbrauchten bei der Ketotitration*) der mit NH,OH- HC! ver- 
setzten Lésung, mit Bromphenolblau als Indicator, 0,92 ccm 0,5 n-NaQH, 
Das entspricht 40,4 mg Acetoin (101°/,). 

Durchgirung mit Frischhefe unter Verwendung der Bi. 
destillate. Hier wurden jeweils die Bidestillate wieder mit gepufferter 
Siiure versetzt und erneut vergoren. Bei I—III wurde Hefe der Aktien. 
brauerei, bei IV—VI der Engelbrauerei verwendet. 

I: 1 Liter gepufferte 0,2 m-Brenztraubensiure wurde mit 264 g Hefe 
wie oben vergoren. Man erhiilt 800 ccm Bidestillat mit 2,1 g Acetoin. 


«(2 dm) = — 0,25°, [w]2° = — 47,6°. 
II: Das Bidestillat aus I wird mit 13 g Brenztraubensiure und 53 ccm 
2 m-Kaliumacetat versetzt, 210 g Hefe zugefiigt und wieder vergoren. Das 


Girgut enthilt 3,8 g Acetoin. 
920 ecem Bidestillat mit 2,7 g Acetoin. 


o« (2 dm) = — 0,279, [a2 = — 46,0°. 
III: Bidestillat aus II wird mit 16 g Siure, 60 ccm Puffer und 240 ¢ 


Hefe versetzt. Nach der Girung sind im Giirgut 4,2 g Acetoin enthalten, 
in 970 cem Bidestillat 3,5 g Acetoin. 


a (2 dm) = — 0,37°, [«2° = — 51,2°. 
IV: Bidestillat aus III mit 16,6 g gepufferter Siure und 250 g Hefe 
versetzt. Girgut: 5,3 g, 1070 cem Bidestillat: 4,75 g Acetoin. 
a (2 dm) = — 0,41°,  [w]2° = — 46,1°. 
V: 1000 cem Bidestillat aus IV mit 17,6 g gepufferter Siiure und 265 ¢ 
Hefe versetzt. Girgut: 6,35 g, 1170 cem Bidestillat: 5,75 g Acetoin. 
ao (2 dm) = — 0,42°, [a]?9 = — 42,7°. 
VI: Bidestillat aus V mit 21,5 g Siure und 325 g Hefe versetzt. Giir- 
gut: 7,8 g, 1470 cem Bidestillat: 6,8 g Acetoin. 
«(2 dm) = — 0,42°, [a]? = — 45,3°. 
Die zugesetzte Brenztraubensiiure wurde durchschnittlich zu 90°/, ver- 
goren (Titration der unverbrauchten Siure im aliquoten Teil). Die Ausbeute 


an Acetoin (im Girgut) war durchschnittlich etwa 25°/, d. Th. (bezogen 
auf den entstehenden Acetaldehyd). Der ganze Versuch dauerte 30 Tage. 


1) W. Dirscherl, Diese Z. 188, 237 (1930). 
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Wihrend diessr Zeit ist keine merkliche Racemisation des Acetoins zu 
beobachten. 

Die Durchschnittsdrehung des Acetoins in den Bidestillaten ist 
‘ap? = — 46,5°. Der gleiche Wert (— 46,0°) ergibt sich, wenn das daraus 
isolierte Acetoin wieder in Wasser gelést wird. 

Das Bidestillat aus VI, 1470 cem mit 6,8 g Acetoin, wird mit 50¢ 
NaHSO, versetzt und im Vakuum destilliert. In 1150 cem Destillat sind 
nur 0,4 g Acetoin mit iibergegangen, ein kleiner Teil ist mit den Wasser- 
dimpfen weggegangen, 6,3 g Acetoin sind im Bisulfitriickstand enthalten 
(305 eem). Diese eingeengte Lésung wird neutralisiert, dann schwach 
alkalisch gemacht und die 400 cem Lésung im Apparat erschépfend aus- 


| geithert, was etwa 1'/, Tage dauerte. Die Drehung der getrockneten 


Atherlésung betriigt am 1. Tag oa (2 dm) = — 0,93°, am 2. Tag 0,94° und am 


| 3.Tag 0,95°. Die Isolierung ergab 3,5 g reines Acetoin, das in Substanz 


a2? = — 26,0° zeigte. 


D 


2. Garungen mit Trockenhefe. — Hefepriparat. Die gereinigte 


 Frischhefe wurde durch ein engmaschiges Sieb (1 mm) gedriickt und bei 
| Zimmertemperatur 3—14 Tage an der Luft in diinner Schicht zum Trocknen 
; ausgelegt. 


Kinzelgiirungen mit Trockenhefe ergaben im Tridestillat eine Drehung 


| (aj? = — 46,2°, also die gleiche spezifische Drehung wie bei den Versuchen 


mit frischer Hefe. Wir geben hier nur einen ,,Durchgirungs“-Versuch wieder. 


Durchgiirung mit dem Girgut. Um die zeitraubenden Destilla- 


| tionen zu sparen, wurde hier nach beendeter Vergiirung neue gepufferte 


Siure zuflieBen gelassen. Der Gang der Giirung wurde durch Auffangen 
der Kohlensiure in mit Hg gefiillten Azotometern mit konstantem Uberlauf 


| kontrolliert. Die Girung selbst fand in Dreihalskolben unter Ribren statt. 


Trockenhefe (14 Tage getrocknet) aus Frischhefe der Engelbrauerei. 


| Temperatur 30°. 


[: 2g Siure, 7,6 cem 2 m-Kaliumacetatlésung in 160 ccm Lésung, 


| werden mit 40 g Trockenhefe versetzt. Nach 20 Minuten sind 490 cem Gas 
| gebildet. 


II: Zusatz von 2g Siiure und 3,5 ccm Puffer in 100cem Wasser. Nach 


' 30 Minuten 533 eem Gas. 


III: 1 g Siure und 2 cem Puffer in 50 cem Wasser werden zugegeben. 
In 40 Minuten sind 248 cem Gas entwickelt. 


Es sind etwa 95°/, der Brenztraubensiiure vergoren worden. Im Giir- 
gut (415 eem) sind 0,70 g Acetoin enthalten (28°/, Ausbeute). Man erhilt 
ein Tridestillat mit 0,55 g Acetoin und der spezifischen Drehung (in Wasser) 
ol7? = — 47,4° 

Soleche Versuche wurden 6fters durchgefiihrt und zur Aufarbeitung 
zuisammengenommen. Wir erhielten reines Acetoin mit [@]j? = — 28,5° (in 
Substanz ohne Lésungsmittel). 


3. Garung mit Macerationssaft. — Vergleich des Girvermégens 


von Trockenhefe und Macerationssuspension. Die folgenden Daten 
beziehen sich auf die in der Figur, Kurven I, Ia, II und Ila wiedergegebenen 


| Versuchsergebnisse. Temperatur: 25°. 


~ 
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Kurve [ der Figur (S. 58): 40g Trockenhefe, 2 g Brenztraubensiiure. 
7,6 cem 2m-K-acetat-Puffer, 160 ccm Wasser. Nach beendeter Giirung 
werden nochmals 2 g Siiure + 4 cem Puffer in 100 ccm Wasser von 25° 2. 
gegeben. Kohlensiurebildung vyl. Kurve Ia. 


Kurve II der Figur: 40 g Trockenhefe mit 120 ccm Wasser 2 Stunden 
bei 30° stehen gelassen. Dann wird zu dieser ,,Macerationssuspension“ 2 ¢ 
Siure + 7,6 cem Puffer + 40 ccm Wasser zugegeben. Kohlensdurebildung 
vgl. Kurve II. Nach beendeter Girung Zugabe von frischer Siure wie bei |. 
Gasentwicklung vgl. Kurve IIa. 


Vergleich des Girvermégens von Macerationssaft und He fe. 
rickstand. a) 40g Trockenhefe werden mit 120 cem Wasser 3 Stunden 
bei 30° stehen gelassen. Durch Abschleudern werden 63 ccm Macerations- 
saft erhalten. Dazu werden 2g gepufferte Brenztraubensiure in 80 ccm 
Wasser gegeben. Nach 40 Minuten 2 cem CO,. Nach Zugabe von 10 ccm 
Kochsaft aus 5 g Bickerhefe in 80 Minuten 6 cem CO,, in 2 Stunden 10 cem 
(Kurve III der Figur). 

Nach Zugabe der abgetrennten Hefezellriickstiinde (in Wasser aut- 
geriihrt) setzt stiirmische Gasentwicklung ein (vgl. Kurve IIIa der Figur), 


b) 60 g Trockenhefe werden, wie iiblich, maceriert. 


Man erhilt 60 ccm Saft, der mit 1,6 g gepufferter Siure in 130 cem 
Wasser und 25 cem Kochsaft aus Bickerhefe versetzt wird. 
Nach 30 60 85 130 195 Minuten 
90 180 270 360 380cem CO, 
Die Siaure ist zu 85°/, vergoren. 


Der Heferiickstand wird mit 250 cem Wasser aufgeriihrt und dazu 
eine Lésung von 2 g gepufferter Siiure in 50 cem gegeben. 


+ 2g Siure ™ 
Re + 2g Siure 


in 80 ecm 
ER ls Ce i le ee + 55 + 45 Minuten 
As ath ae +s «a> Se + 250 cem CO, 
hate eanns. BY 59°/, Vergirung 


c) Wiederholung unter gleichen Bedingungen wie unter b) ergab die 
gleichen Resultate. 


d) Wiederholte Maceration. 40 g Trockenhefe werden 3 Stunden 
bei 30° maceriert. 60 ccm Saft. Die abgeschleuderte Hefe wird nochmals 
maceriert mit der gleichen Menge frischem Wasser. 


1. Saft (60 cem) mit 2 g gepufferter Siure in 125 cem Wasser versetzt 
und 25 cem Kochsaft. Nach 165 Minuten 10 cem CO,. Nach Zugabe des 
2. Saftes in 

25 45 70 95 165 Minuten 


90 180 270 360 432 cem CO, 


Die Siure wurde zu 75°), vergoren, Acetoinausbeute 30°/,. 





nt. ae ee ee ee ee ee ae ae | 








bensiiure 
3 Girung 
1 25° zp. 


| Stunden 
sion“ 2¢ 
ebildung 
vie bei I, 


d He fe. 
Stunden 
erations- 
| 80 cem 
1 10 cem 
n 10 cem 


ser aut: 
r Figur). 


130 cem 


1d dazu 


gab die 


stunden 
chmals 


versetzt 
ibe des 





| emgetragen und die Temperatur 30 Minuten bei 80° belassen. 
abgeschleudert. 


| riickstand enthielt inaktives, dimeres Acetoin. 
' wurden noch 14 ccm Atherlésung erhalten mit oa (2 dm) = — 1,00°, die nicht 
_ zur Isolierung verwendet wurde.) 
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Der Heferiickstand in 100 ccm Wasser aufgeriihrt und mit 2 g gepufferter 


| Siure in 80 ccm Wasser versetzt. In 80 Minuten 496 cem CO, (100°/, ver- 


goren), nach weiterer Zugabe von 2 g gepufferter Siure in 60 Minuten wieder 


» 250 eem CO, (50°/, Vergiirung). 


Herstellung eines stark wirksamen Macerationssaftes. 30g 
Trockenhefe werden mit der 3fachen Menge Wasser iiber Nacht (12 Stunden) 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, anschlieBend bringt man noch 


' 2Stunden in ein Bad von 30°. Nach dem Zentrifugieren filtriert man durch 


ein Barytfilter und erhalt einen voéllig klaren Macerationssaft. 
Bereitung von Kochsaft. Kochsaft wurde entweder aus Backerhefe 


' oder Bierhefe gewonnen. 


Aus Biickerhefe: In 10 cem Wasser von 80° werden 20 g Hefe langsam 
Dann wird 


Aus Bierhefe: 10g Trockenhefe werden in 65ccm Wasser aufgeschwemmt 


- und 20 Minuten bei 80—85° gehalten. 


Acetoinbildung bei der Garung mit Macerationssaft unter Zusatz 
von Hefekochsaft. 54 ccm Hefesaft werden mit 48 ccm Kochsaft aus 


| Engelbrauerei-Hefe versetzt und 1 g Siéiure sowie 4 ccm Puffer in 40 cem 


Wasser zugegeben. Nach 43 Minuten 258 ccm CO,. Bei 5maliger Zugabe 


' yon je lg gepufferter Siure in 30 ccm Wasser werden folgende Mengen CO, 


gebildet: 1. in 60 Minuten 243 ccm, 2. in 90 Minuten 204 cem, 3. in 110 Mi- 


puten 258 cem, 4. in 95 Minuten 246 ccm, 5. in 250 Minuten 221 ccm CO,. 
| Die Siure wurde zu etwa 89°/, vergoren, die Acetoinausbeute betrug 56°/,. 
| Insgesamt wurden 1430 ccm COQ, gebildet, also 2,86 g, theoretisch kénnten 
mithin 2,86 g Acetoin gebildet werden. 
| = 56°, d. Th. — Im Tridestillat waren 0,8 g Acetoin in 74 cem enthalten 
a(2dm) =— 1,02°, [a}?0 = — 47,7° (+ 1%. 


Im Giirgut sind 1,51 g enthalten 


Wir haben eine Reihe solcher Versuche durchgefiihrt und die Tri- 


| destillate gemeinsam aufgearbeitet. 


So wurden 4 Tridestillate mit den spezifischen Drehungen (in Wasser) 


(aj? — 47,2°, — 49,8°, —49,0° und — 49,4° vereinigt und ausgeiithert. 
| Es werden erhalten: 30 ccm Atherloésung, « (2 dm) = — 1,98°. 


Die Lésung 
wird mit Natriumsulfat im Dunkeln 4 Tage getrocknet, wobei die Lisung 


farblos blieb. Die Drehung « (2 dm) stieg auf — 2,18°. Die Fraktionierung 
' ergab nach dem Abdampfen des Athers 1,5 g farbloses Acetoin, das in 


Substanz (ohne Liésungsmittel) die spezifische Drehung [«]3° = — 32,2° zeigte. 
Die Acetoinbestimmung (Ni-Salz) ergab 100°/, Acetoin. Der Destillations- 
(Durch weiteres Ausiithern 


Die héhere spezifische Drehung des reinen Acetoins ist hier (obwohl 
wir spiter auch héhere Werte von vornherein erhielten), auf eine Umwand- 
lung des monomeren Acetoins zuriickzufiihren, wie schon aus dem Drehungs- 
anstieg in der idtherischen Lésung hervorgeht. Diese Dinge werden in 
einer anderen Verdéffentlichung beschrieben. 


Acetoinbildung mit Macerationssaft ohne Kochsaftzusatz. 60 ¢ 


_ Trockenhefe (Engelbrauerei) werden mit 180 cem Wasser iiber Nacht stehen 


gelassen und dann noch 2 Stunden bei 30° gehalten. Die abgeschleuderte 


5* 





68 Wilhelm Dirscherl und Alfred Schdllig, 


Hefe wurde mit 100 cem Wasser nachmaceriert. Insgesamt wurden 200 cem 
Hefesaft erhalten. 100 ccm Saft wurden mit 1,5 g Brenztraubensiure und 
6 ccm 2 m-Kaliumacetatlésung in 60 ccm Wasser versetzt. Nach 1 Tag 
wurde die restliche Fermentlésung (100 ccm) zugegeben. Nach 2 Tagen 
sind bei Zimmertemperatur 80°/, der Siéure vergoren (Messung der CO,), 
Acetoinausbeute etwa 25°/,. Es ergeben sich 21 cem Tridestillat mit 51,4 mg 


Acetoin und der Drehung a (2 dm) = — 0,06°. 
[a]? = — 12° (+ 2%. 


Bildung von hoherdrehendem Acetoin bei Vergarung von Brenz. 
traubensdure mit Macerationssaft ohne und mit Hefekochsaft. In 
der folgenden Tabelle sind einige unserer spiiteren Versuche angefihrt, bei 
denen wir Acetoin von héherer Drehung erhielten. Die Drehung ist meist 
nur im Tridestillat gemessen worden. Alle Girungen waren _ ,,Durch. 
girungen“, es wurde also wiederholt gepufferte Brenztraubensiure zu. 
gesetzt. Die Menge der vergorenen Siiure wurde aus der Menge der aut. 
gefangenen Kohlensiiure errechnet. Der Kochsaft wurde aus der jeweils 
zur Bereitung des Macerationssaftes verwendeten ‘Trockenhefe in de: 
folgenden Weise hergestellt: 90 g Trockenhefe wurden mit 270 cem Wasser 
eingeweicht und unter 6fterem Durchriihren 10 Minuten stehen gelassen. 
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Ss ral Koch- | Dauer siiure Destillat od.}| Acetoins [«);) 
= ©} rations- . 2 -———-| Bidesti a ee Peg 
2 o ft saft in ein- | ver- wana im Tri- | in Sub- 
lon ass Stdn. | gesetzt | goren | °%, |destillat; stanz 
> ecm ecm g | g 6 d.Th.j in ° in ° 
: - — — = - = = ni = — ae 

B 200 300 30 18,0 13,7 3,04 45 —58 — 35,0 

| | (+ 1,4) 

5 200 150 30 15,0 11,5 2,90 50 | —50,5 | —33,7 

B | 250 si 24 86 | 24 |0,52 | 44 | —76,7 | 

B 250 — 39 2,4 1,2 0.144 24 | —78,5 | 

B 150 — 40 1,8 1,4 0,133 19 |-—103 | 

B 125 — 27 1,8 0,50 | 0,034 14 | —78,2 

B | 100 25 | 28 1,8 | 0,34 | 0,034) 20 | —81,8 

B 15 50 | 29 18 | 0,46 | 0,023} 10 | —87,7 

B 250 sone 22 1,8 1,5 | 0,219) 29 | —85,0 

B | 170 80 | 22 1,8 1,12 | 0,213 | 38 | —88,0 

B 90 | 160 | 20 1,8 | 0,66 | 0,094 | 29 | —91,4 

E 100 — 30 1,5 1,10 | 0,082 | 15 | —82,0 

E 50 ses 48 2,5 1,6 | 0,150) 19 | —65,0 

E 50 50 48 2.5 2,5 | 0,800) 24 | —58,1 

E 80 an 40 1,5 1,1 | 0,020 ~~ 881 

E 80 |Co-c.2)| 40 15 | 1,1 | 0,035 | — 83,0 

(5,5 mg) 























‘1 B bedeutet Bindingbrauerei, E Engelbrauerei. 
*) Hier wurde an Stelle des Kochsafts ein fast reines Co-carboxylase- 
priiparat verwendet, das wir der Freundlichkeit von Herrn Lohmann ver- 


danken. 
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Dann laBt man den Brei langsam in 315 cem Wasser von 80—85° ein- 
laufen, wobei die Temperatur auf dem angegebenen Wert gehalten wird. 
Nach beendetem Kintragen 14Bt man unter Umriihren noch 10 Minuten bei 
30° stehen, zentrifugiert und filtriert den Saft ab. Man erhilt 450 ccm 


Kochsaft. 


Racemisierung des linksdrehenden Acetoins durch Alkali. Eine 
1°,ige wiBrige Acetoinlésung wurde mit 1 Tropfen Phenolphthalein versetzt 
und vorsichtig verdiinnte NaOH bis zur Rétung zugegeben. Nach 7 Tagen 
war die Lésung entfirbt. 


Nach 2 5 7 8 9 
—~0,76 —046 —040 —0,22 —0,14 


13 Tagen 
— 0,08 « (2 dm) 


Sofort 
— 1,02 


Obwohl die Drehung fast verschwunden ist, ergibt die Acetoinbestim- 
mung, daB noch alles Acetoin vorhanden ist. Daraus ergibt sich, daB ledig- 
lich Racemisation eingetreten ist. 


Konstanz der Drehung in Wasser. Eine 1,7°/,ige wiBrige Acetoin- 
lisung zeigte eine anfingliche Drehung a (2 dm) = — 1,56°. Nach 4 Wochen 
wurde a (2 dm) = — 1,55° gemessen. 


Einwirkung von Bisulfit auf optisch aktives Acetoin. 0,500 g 
Acetoin zeigten in 50 ccm Wasser a (2 dm) = — 0,92°, also [a]?®?=— 46°. 
Nach Zugabe von 5 g NaHSO, ging die Drehung zuriick auf a (2 dm) = — 0,03°. 
Diese Lésung blieb 2 Tage stehen und wurde dann zerlegt und aufgearbeitet. 
In 46,5 cem Destillat mit 0,390 g Acetoin betrug «(2 dm) = — 0,80°, demnach 


[alee = — 47,5°. 


Bisulfit hat also nicht racemisierend gewirkt. Nach Zugabe von Bi- 


sulfit sinkt aber der Drehungswert ab, offenbar, weil die Acetoinbisulfit- 
verbindung eine sehr schwache spezifische Drehung besitzt. 





Die Nichtexistenz der ,,Carboligase“. 


7. Mitteilung iiber Acyloine. 


Von 


Wilhelm Dirscher] und Alfred Schdllig. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1937.) 


Acetoin entsteht bei der Girung der Brenztraubensiure nur. 


wenn wenigstens eines der beiden zur Kondensation notwendiger 
Acetaldehydmolekiile im nascierenden (aktivierten) Zustand auftritt: 


H 
H H 
CH,—C + C—CH, = CH,—C-——C—CH, 
! | OH || 
O O 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetoin 
(nascier.) 


Neuberg und Reinfurth') haben bereits 1923 dargetan, 
daB stabiler Acetaldehyd von der ,,Carboligase“ nicht in Acetoin 
umgewandelt wird. Es bildete sich zwar in waBrigen Lésungen 
von Acetaldehyd bei Anwesenheit von Hefe etwas Acetoin, das 
ist aber, wie Neuberg richtig erkannte, durch die Selbstgiirung 
der Hefe zu erkliren. Die Hefe enthilt noch vergirbare Kohlen- 
hydrate und der zugesetzte Aldehyd fiingt den bei der Girung 
intermediér gebildeten Acetaldehyd unter Acetoinbildung ab. 
Daf dem wirklich so ist, konnten Neuberg und Reinfurth 
weiter dadurch zeigen, daB Hefemacerationssaft, der nach Lebedew’ 
glykogenfrei ist und keine Selbstgiirung aufweist, aus Acetaldehyd 
nur Spuren von Acetoin zu bilden vermag. Mit glykogenfreier 
Hefe, die durch 12stiindiges Stehenlassen von frischer, abgepreBter 
Hefe in Wasser bei 37° bereitet wurde, erhielten Neuberg und 
Simon’) in Acetaldehydlésung iiberhaupt kein Acetoin. Man 


kann zwar gegen die Versuche von Neuberg und seinen Mitarbeitern 


1) Biochem. Z. 143, 557 (1923). 
*) Diese Z. 73, 452 (1911). Vgl. auch Meyerhof, Diese Z. 102, 187 (1918). 


8) Biochem. Z. 186, 374 (1925). 
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' einwenden, daB auch der Hefemacerationssaft, wie wir weiter unten 


zeigen werden, nicht vdllig frei von Selbstgirung ist, und ferner, 
daB ihnen geringe Mengen Acetoin entgangen sein kénnen, weil 


sie das Acetoin als p-Nitrophenylosazon und nicht als Nickel- 


dimethylglyoxim bestimmten. Neuberg hat aber, wenigstens 
damals, die richtige SchluBfolgerung gezogen. 

Elion‘), der in 3°/,iger waBriger Acetaldehydlésung nach 
Zugabe von 10°/, PreBhefe Acetoinbildung feststellte, war der 
Ansicht, daB in seinen Versuchen aus stabilem Aldehyd Acetoin 
entstanden sei. Neuberg?) pflichtete spiter, unter Aufgabe seines 


 friheren Standpunktes, dieser Auffassung bei, indem er in bezug 
| auf diese Arbeit von Elion (und andere Arbeiten) sagte: ,,daf 
- acyloinmiBige Zusammenschliisse chemisch wie biochemisch mit 
' fertigen, also stabilen Ausgangsmaterialien ebenfalls gelungen sind“. 
_ Demgegeniiber hat Dirscher] in der 3. Mitteilung iiber Acyloine®) 


darauf hingewiesen, da die Versuche Elions jeder Beweiskraft 


| entbehren, da sie ohne Beriicksichtigung der Selbstgirung durch- 


gefiihrt wurden. Dieser Ansicht schlieBt sich auch Tomiyasu’) an. 
DaB Neuberg 1930 seine friiheren eigenen Versuche fiir weniger 


beweiskriftig hielt als die mangelhaft angestellten Versuche Elions, 


hatte seinen Grund offenbar darin, dab inzwischen Dirscher1®) 
durch den erstmalig gefiihrten Nachweis der Acetoinbildung bei 
nichtfermentativer Decarboxylierung der Brenztraubensiure die 


| Annahme einer  Carboligase“ hinfillig gemacht hatte. Bei dieser 


Sachlage wire der Beweis fiir die unwahrscheinlich gewordene 
Existenz der ,,Carboligase“ erbracht gewesen, wenn es wirklich 


| gelang, aus fertigem, stabilem Acetaldehyd Acetoin mittels Hefe 


zu erzeugen. 

Die Arbeit Elions war aber hierfiir kein Beweis, ebensowenig 
iibrigens auch die Angaben von Stepanow und Kusin®). Diese 
russischen Forscher hatten bei Einwirkung von Hefemacerations- 


| saft auf Glyoxylsiure (CHO—COOH) in geringer Menge Produkte 
_ erhalten, die sie zu der Annahme fiihrten, 2 Molekiile Glyoxylsiure 


selen unter dem EinfluB der .,Carboligase“ zunichst zu Oxy-oxo- 
bernsteinsiure (COOH—CHOH—CO—COOH) zusammengetreten. 


*) Biochem. Z. 171, 40 (1926). 

5) Biochem. Z. 225, 240 (1980). 

®) Diese Z. 201, 52 (1931). 

*) Biochem. Z. 289, 100 (1936). 

8) Diese Z. 188, 225 (1930). 

%) Ber. chem. Ges. 63, 1147 (1930). 
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DaB die Befunde von Stepanow und Kusin, die als carboligatische 
Reaktion zweier stabiler Molekiile angesehen wurden, diese An- 
nahme ganz und gar nicht bewiesen haben, hat Dirscher1?°) aus. 
fiihrlich dargetan. Diese Versuche werden auch nicht dadurch 
beweiskraftiger, daB Neuberg [a. a. 0.5), S. 240] fiir die Deutung 
der russischen Forscher eintritt. Mit Recht konnte Dirscher!| 
(a. a. O.1°), S. 58] schreiben: ,,Es ist bisher in keinem Falle ge. 
gliickt, durch Einwirkung von Hefe auf stabile Kérper Acyloin. 
bildung einwandfrei nachzuweisen“. 


Nun hat vor etwa 1 Jahr Y. Tomiyasu fa. a. 0.7, S. 97) 
unter dem Titel ,,Untersuchungen iiber die Existenz der Carboligase* 
die Frage nach der fermentativen Bildung von Acetoin aus Acet- 
aldehyd erneut aufgerollt. Tomiyasu kommt zu dem Ergebnis, 
daB die Acetoinbildung nicht mit der Spaltung der Brenztrauben- 
siure gekoppelt, also nascierender Acetaldehyd dazu nicht not- 
wendig sei. Hier ist Tomiyasu leider einem Irrtum zum Opfer 
gefallen. Er hat zwar mit ,,glykogenfreier“ Bierhefe und mit 
Macerationssaft, der ja keine Selbstgirung zeigen soll (vgl. oben, 
gearbeitet, aber nach unseren Erfahrungen zeigen beide fast immer 
eine, wenn auch sehr geringe Selbstgérung. Es ist absolut not- 
wendig, auch nach Zusatz der Acetaldehydlésung noch festzustellen, 
ob und wieviel Kohlensiure wiihrend der Versuchsdauer gebildet 
wird. Das hat Tomiyasu offenbar unterlassen. Seine Versuche 
hat er in Erlenmeyerkolben mit Korkstépsel durchgefiihrt. 
Bekanntlich mu8 man die Girlésungen schiitteln, damit die 
Kohlensiure entweicht und selbst das allein geniigt nicht, wenn 
es sich um geringe Mengen Kohlensiure handelt. Dirscher! 
[a. a. O.%), S. 62] hat darauf hingewiesen, daB je nach den Be- 
dingungen mehr oder weniger grofe Kohlenséuremengen erst nach 
Zusatz von Séure ausgetrieben werden. Wir haben bei unseren 
Versuchen zu dieser Frage, auf deren Ergebnis gleich einzugehen 
ist, die Kohlensiure so bestimmt, daB wir sie nach Zugabe von 
Siure durch einen Stickstoffstrom in Vorlagen mit Barytlauge 
iiberfiihrten und die Lauge zuriicktitrierten. Wie gro die Menge 
der vor Zugabe des Acetaldehyds schon vorhandenen Kohlensiaure 
war, haben wir meistens in Kontrollversuchen ermittelt. 


Wir haben unter diesen Bedingungen Versuche mit Macerations- 
saft aus untergiriger Bierhefe gemacht. Wie aus der Tabelle, 


1°) Diese Z. 201, 56 (1931). 
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in der wir einen Teil unserer Versuche zusammengestellt haben, 
hervorgeht, wurde stets weniger Acetoin gebildet, als theoretisch 
auftreten kann. Z. B. ist im Versuch 7 der Tabelle 13,5 mg CO, 
wihrend der eigentlichen Versuchsdauer entstanden. Diese Zahl 
ergibt sich aus der Zahl 25,0 — 11,5, wobei die letzte Zahl die 
im Kontrollversuch ermittelte Kohlensiiuremenge darstellt, die 
wihrend der Maceration entstand und im Saft bereits enthalten 
war, wahrend die Zahl 25,0 im Hauptversuch nach Zugabe der 
Acetaldehydlésung am Ende des Versuchs ermittelt wurde. 
13,5 mg CO, entsprechen 13,5 mg nascierendem Acetaldehyd, der 
mit dem groBen UberschuB an zugesetztem Aldehyd maximal 
27 mg Acetoin bilden kann. In Wirklichkeit wurden aber nur 
3,7 mg Acetoin gebildet, das entspricht 14°/, der theoretischen 
Ausbeute. Da’ man mit kleinen Mengen nascierendem Acetaldehyd 
bei groBem UberschuB an zugesetztem Acetaldehyd etwa solche 
Ausbeuten an Acetoin erhalt, zeigt der dazugehérige Versuch 8 
der Tabelle. Dieser Versuch unterscheidet sich vom vorhergehenden 
nur dadurch, daB aufBer Acetaldehyd noch 10 mg Brenztraubensiiure 
zugesetzt wurden. Hier entstanden 19,2mg CO, und 10,8 mg Acetoin, 
was einer Acetoinausbeute von 28°/, d. Th. entspricht. Solche 
Versuche haben wir in gréBerer Zahl ausgefiihrt. Gelegentlich 
kann man auch einen Macerationssaft erhalten, der tatsaichlich 
var keine Selbstgirung mehr aufweist, wobei dann auch kein 
Acetoin auftritt. 
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Tabelle 
i | Kohlensiiure i in 1 mg - Acetoin 
Mace- | Mace- Konzen-| Brenz- mie enn | Tecmo 
J ’ P ‘ (zesamt- tration Vers.- | | : oa | 
*'SJ rations-| rations- 1 aa ean trauben- D zus| zu Ver | ie o/ 
i.| dauer | saft [YoU™e? aldehyd| saure aver! Vers.- |Vers.-| poi in mg) my 
in Std. incem| inccm] in °%/, in mg |in Std. eo Ende | bildet | oi 
2 | 250 | 300 3 0 24 ? Sa — | 91,3 | 61 
16 250 300 3 0 20 ? 63,3 —_ 4,1| 3 
dal 16 250 300 3 0 24 Pe } a Foe 8 
16 80 95 3 0 22 ¢ 8,5 — 0 0 
16 80 95 3 20 22 18,0 — | 18,4 51 
16 65 16 an 0 22 ? | saei —1@ | o 
16 | 125 | 1899 | 8 | 20 | 24 | 31,8 | 43,3 | 11,5 | 7,8 | 34 
2 40 | 52 1 0 24 | 11,5 | 25,0 | 13,5] 3,7 | 14 
2 40 | 52 1 10 24 | 11,5 30,7 | 19,2 | 10,8 | 28 
16 32 40 1 0 22 42 | 9,0 | 48] 0,2/ 2 
16 32 40 1 10 22 4,2 | 14,2 | 10,0 1,5 | 17,5 
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Das Ergebnis unserer Versuche ist: Aus stabilem Acet- 
aldehyd wird durch Einwirkung von Hefemacerations- 
siften kein Acetoin gebildet. Acetoin tritt in Acetaldehyd- 
lésungen nur auf, wenn das Hefepriparat Selbstgirung aufweist, 
wenn also nascierender Acetaldehyd entstehen kann. Die Bildung 
von Acetoin aus je 2 Molekiilen stabilem Acetaldehyd wire nur 
dann bewiesen, wenn, bezogen auf den nascierenden Aldehyd, die 
Acetoinausbeute 100°/, iibersteigen wiirde. Das ist aber nicht 
der Fall. Die Acetoinausbeute ist um so kleiner, je geringer die 
Selbstgirung ist. Die Existenz der ,,Carboligase“ ist nach wie 
vor unbewiesen. Sie ist daher abzulehnen. 


Erliuterungen zur Tabelle. In der 2. Vertikalspalte ist die 
Macerationsdauer angegeben. Entweder wurde der Saft durch 2stiindiges 
Stehenlassen der Trockenhefe mit der 3fachen Menge Wasser bei 35° her- 
gestellt (,,2 Stunden“), oder es wurde 14 Stunden (iiber Nacht) bei Zimmer- 
temperatur eingeweicht und dann anschlieBend noch 2 Stunden bei 30° 
maceriert (,,16 Stunden“). 


Versuchel, 2 und 2a. Hier wurden zwei verschieden lang mace- 
rierte Hefesifte miteinander verglichen. Der Kohlensiuregehalt der beiden 
Siifte vor Zusatz des Acetaldehyds wurde nicht festgestellt, sondern nur 
nach Beendigung des Versuchs die Kohlensiure bestimmt, aber ohne Zusatz 
von Siiure, so daB die gefundene Kohlensiiuremenge sicher zu klein ist. 
DaB in Versuch 1 die Acetoinausbeute 61°/, d. Th. betriigt, im Versuch 2 
und 2a dagegen nur 8 bzw. 5°/), ist darauf zuriickzufiihren, daB bei dem 
kurze Zeit macerierten Saft ein groSer Teil des nascierenden Aldehyds 
(also auch der Kohlensiiure), wihrend des Versuches gebildet worden ist, 
wiihrend im Versuch 2 der gréSte Teil der am Versuchsende bestimmten 
Kohlensiiure schon wiihrend der langen Macerationsdauer entstanden ist, 
und wihrend des eigentlichen Versuchs nur wenig Kohlensiure und nascie- 
render Acetaldehyd frei geworden ist, also auch nur wenig Acetoin auftritt. 
In Versuch 1 wurde die Drehung des Acetoins im Tridestillat gemessen; sie 
betrug — 47,5°. 

Versuche 3,4 und 5. Der verwendete Hefesaft hat offenbar ausnahms- 
weise gar keine Selbstgirung. Die im Versuch 3 bei Versuchsende vor- 
handenen 8,5 mg CO, diirften aus der Maceration herriihren. Acetoin ist 
nicht nachweisbar. Versuch 4 unterscheidet sich von Versuch 8 nur dadurch, 
daB mit dem Aldehyd noch 20 mg Brenztraubensiiure zugesetzt wurden. Am 
Versuchsende waren 18,0 mg CO, vorhanden und 18,4 mg Acetoin gebildet 
= 51°/, d. Th. — Zieht man die aus der Maceration stammenden 8,5 mg CO, 
(Versuch 8) ab, so wiiren aus 20 mg Brenztraubensiure 9,5 mg COQ, ent- 
standen (10 mg wiiren bei vélliger Vergiirung zu erwarten), die Acetoin- 
ausbeute erhéht sich danach sogar auf 97°/,. Der nascierende Acetaldehyd 
reagiert also praktisch quantitativ mit dem gewaltigen Uberschu8 an Acet- 
aldehyd (insgesamt 8 g!), wihrend im Versuch 3 ohne Brenztraubensdure 
iiberhaupt kein Acetoin entstand. Versuch 5 zeigt, daB’ ohne Zusatz von 
Acetaldehyd die Selbstgirung offenbar gréBer ist, als nach Zusatz von 
Aldehyd, wodurch sie gehemmt zu werden scheint. 
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In den folgenden Versuchen 6—10, ist in einem Teil des Macerations- 
saftes die Menge der enthaltenen Kohlensiiure bestimmt worden (CO, zu 
Versuchsbeginn), die von der im Hauptversuch nach Versuchsbeendigung 


erhaltenen Kohlensiuremenge abzuziehen ist, um die wihrend des eigent- 
‘lichen Versuches bei Anwesenheit von Acetaldehyd gebildete Kohlensiiure 
'zu errechnen. 


Versuch 6. Die im Vergleich zu Versuch 4 geringere Acetoinausbeute 


ist wohl durch das gréBere Gesamtvolumen bedingt. 


Versuche 7—10. Hier ist die Konzentration des Acetaldehyds, die in 


‘den vorhergehenden Versuchen 3°/, des Gesamtvolumens betrug, nur 1°). 


Zur Bereitung der Macerationssifte wurde Trockenhefe verwendet, die 


aus Frischhefe der Binding-Brauerei Frankfurt a. M. hergestellt wurde. 
Alle Versuche sind bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Die Versuchsansiitze 
enthielten Phosphatpuffer, zeigten ein py von etwa 6,2 und waren mit Toluol 


versetzt. Wir geben kurz den Versuch 9 der Tabelle an: 32 cem Macerations- 
saft wurden mit 1,2 cem einer 33°/,igen Lésung frisch destilliertem Acet- 
aldehyd, ferner mit 0,11 g Na,HPO, und 0,32 g KH,PO, in 7,5 eem Wasser 
und mit 0,2 cem Toluol versetzt. Nach 22stiindigem Stehen in einem mit 
Einlauftrichter und Ableitungsrohr versehenen Erlenmeyerkolben wurden 


‘durch den Trichter 5 cem 2n-H,SO, und 8 cem Olsiiure zuflieBen gelassen 
‘und unter hiufigem Umschiitteln und '/, stiindigem Erwiirmen auf etwa 50° 
| Stickstoff hindurchgeleitet, so lange bis in den beiden vorgelegten Wasch- 


faschen, die mit 0,1 n-Barytlauge gefiillt sind, und die ausgewechselt werden, 
keine Kohlensiiure mehr nachweisbar ist. Im allgemeinen dauerte das Aus- 


‘triben der Kohlensiure bei kriftigem Stickstoffstrom etwa 3 Stunden. 


Durch Zuriicktitrieren der Barytlauge wird die Kohlensiure ermittelt. Zur 
Bestimmung des Acetoins wird das Girgut jetzt nochmal mit etwas Olsdure 
versetzt und der Destillation unterworfen. Das Destillat wird nun mit 
Ferrichlorid destilliert und das entstandene Diacetyl in Nickel-dimethy]- 
glyoxim iibergefiihrt [Einzelheiten vgl. 2. Mitteilung'')}]. In einem Kontroll- 
versuch ohne Aldehyd wurde jeweils bestimmt, wieviel Kohlensiure wihrend 


‘der Maceration entstanden und noch im Hefesaft enthalten war. 


Zusammenfassung. 


Wenn Hefemacerationssaft in Acetaldehydlésungen etwas 
Acetoin liefert, so ist das auf die (geringe) Selbstgiirung des Saftes 
zuriickzufiithren. Die Behauptung Tomiyasus, daB die ,,Carboligase“ 
imstande sei, aus Acetaldehyd ohne gleichzeitig ablaufende Girung 
Acetoin zu bilden, ist falsch. Die ,,Carboligase“ existiert nicht. 


11) Diese Z. 188, 235 (1930). 
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Das synthetische Vitamin B,. 
Von 
Toshitake Imai und Katashi Makino. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Januar 1938.) 


Wir haben im Januar 1936 die Vermutung geiuBert, daB im 
Vitamin B, der Pyrimidin- und der Thiazolring durch eine Methyl. 
gruppe verbunden seien und daB die Stellung der Methylgruppe 
des Pyrimidinkerns entweder ©, oder C, sei’). Im Februar 1936 
(Vortrag im Verein der medizinischen Gesellschaft in Dairen, 
27. Februar 1936) nahmen wir an, daB die Methylgruppe des 
Pyrimidinkerns vielleicht in 2-Stellung stehen miisse?). Unsere 
Strukturformel wurde dann von Williams, Crewe und Imai} 
bestatigt, und zum ersten Male gelang Williams‘) die totale 
Synthese des Aneurins. Von November 1936 an begannen wir & 
den Versuch, das 2-Methyl-6-amino-5-brommethylpyrimidin-hydro- § 
bromid (Schmelzp. 208°) mit dem 4-Methyl-5-oxyithylthiazol 5) zu § 
kondensieren und die Synthese des Vitamin B, gelang uns bis 
Anfang Januar”®*), Der Versuch wurde in der folgenden Weise 


durchgefiihrt. 
Methode LI. 


H H 
C C 
i , . , 
N  C-CH,NH,:HCl xyyovyano,) 1 C-CH,OH 
| | " - 
CH,-C C-NH,HCl CH,-C C-NH, 
~~ a 
N N 
H 
C pes 
} C-CH,CH, 
 “O-CH,-Br a +: CH,CH,OH a 
HBr + Eisessig I | . - Vitamin B,- 
ae ‘HBr Hydrobromid 


——> Vitamin B,-Hydrochlorid 
Das 2-Methyl-6-amino-5-aminomethylpyrimidin-hydrochlorid 
(Schmelzp. 263°) wurde in wiBriger Lisung mit 1,1 Mol KNO, 
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| (oder NaNO,) bei 65—67° desaminiert. 
wurde mit NaHCO, neutralisiert und unter vermindertem Druck 
gum kleinen Volumen eingeengt und das dabei ausgeschiedene 
| Produkt aus Methanol—Aceton umkrystallisiert (Schmelzp. 195°). 
' Der erhaltene Alkohol wurde in Kisessig mit HBr in der Hitze 


 thiazol 25 Minuten lang bei 125° erhitzt. 
' wurde das Reaktionsgemisch durch mehrmaliges Verreiben mit 


Das synthetische Vitamin B,. 77 


Das Reaktionsgemisch 


behandelt. Nach dem Erkalten mit His fiel das 2-Methyl-6-amino- 


| 5-brommethylpyrimidin-hydrobromid in Nadeln aus (Schmelzp. 208 


bis 209°). 
C,H,N,Br-2 HBr Ber. N 11,5 Gef. N 11,1. 
Der Bromkérper wurde mit 1,5 Mol 4-Methyl-5-oxyithyl- 
Nach dem Erkalten 


Ather vom iberschiissigen Thiazol befreit, aus Alkohol umkry- 


stallisiert und dann iiber Pikrolonat in Hydrochlorid umgewandelt 
(Schmelzp. 247°). 


Mit natiirlichem Vitamin B,-hydrochlorid gab die Verbindung 


_ keine Depression. 





C,.H,,ON,C],S-H,O Ber. N 15,8 Cl 20,0 Gef. N 15,4 Cl 20.2. 
Pikrolonat Schmelzp. 226—228 °. 
Methode IL. 
H H 
C C 
om, , on™ on oe 
N C—CH,NH,  oscg N  0—CH,NHCSH 
| | <-> | | 
CH,—_C C—NH, CH,—_C C—NH, 
a” tl en il 
N N 
H 
C Cl 
CO-CH; oo —_* 
ocucmonon, = 
CH,—_C C—NH, HC C—CH,—CH,OH 
SZ “ 
x 


Das 2-Methyl-6-amino-5-aminomethylpyrimidin-hydrochlorid 
wurde in waBriger Lésung mit Soda neutralisiert und mit einer 
iiberschiissigen Menge von Kaliumdithioformiat versetzt. Das 
dabei ausgeschiedene Produkt wurde aus Wasser oder Alkohol 
umkrystallisiert (Schmelzp. 190°). 

C,H,,.N,S-H,O Ber. N 28,0 Gef. N 283. 

Diese Verbindung wurde dann auf Methyl-e-chlor-y-hydroxyl- 

propylketon bei 138° einwirken gelassen (mitunter unter Zugabe 





78 Toshitake Imai und Katashi Makino, 


von Alkoholen). Das nach dieser Methode erhaltene Priparat 
war sehr schwer zu reinigen. Mit vieler Miihe gewannen wir nu 
eine kleine Menge von Vitamin B,-hydrochlorid. Da das syn. 
thetische Verfahren von Aneurin inzwischen auch durch einige 
Verdffentlichungen, die fast gleichzeitig von anderen Seiten’) ge. 
macht wurden, wohl bekannt geworden ist, wollen wir auf ein. 
gehende Beschreibung unserer Experimente verzichten. Kiirzlich 
konnten wir durch Einwirkung vom 2-Methyl-6-amino-5-thio. 
formaminomethyl-pyrimidin atf das Methyl-a-chlor-y-acetoxy. 
propylketon verhiltnismaBig leicht das Vitamin B, erhalten (fiir 
die Uberlassung dieses Priparates sei Dr. A. R. Todd, London, 
bestens gedankt). 

Die Wirksamkeitspriifung des synthetischen Aneurins wurde im Tauben. 
gewichtstest nach Kimura’) durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf der 
Erscheinung, da8 ausgewachsene Tauben von etwa 330 g auf der Vitamin 3.- 
freien Kost etwa nach 3 Wochen 23°/, an Kérpergewicht verlieren und auf 
Vitamin B,-mangel beruhende Erscheinungen zeigen, und daB diese Ge. 


wichtsabnahme nur durch Zufuhr von Vitamin B, behoben werden kann. 
Bei der Untersuchung haben wir stets die folgende Grundkost verwendet. 


Reisstiirke, gereinigt . ... . 71,0 Schweinefett......... 20 
Casein, gereinigt. ...... 15,0 Lebertran .......... 2,0 
Salzgemisch (mach McCollum). 4,0 Citronensaft ........ . 1, 


Da8 unsere Tauben Lactoflavin, Vitamin B, und Vitamin B, entbebren 
kénnen, kann leicht daraus geschlossen werden, daB sie durch alleinige 
Zugabe von Aneurin zur Grundkost gut wachsen. 

Die von den Vogelhindlern bezogenen Tiere wurden bis zur Gewichts- 
konstanz mit einer Diit aus 3 Teilen Bohnen und 7 Teilen unpoliertem Reis 
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Fig. 1. 
Jede Kurve zeigt Durchschnittswerte von 10 Tauben. 
a) Metabolin 0,1 mg taglich 


b) cs 0,05 mg 5s 
c) 9? 0,04 mg BP 
d) ‘ 0,03 mg _seg,, > (Natur: Firma Takeda). 
e) ” 0,02 mg 2? 
f) » 0,01 mg _s,, 
g) » 0,005mg_i,, 
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gefittert und dann auf die oben erwihnte Grundkost gesetzt. Wenn die 
Tiere etwa nach 8 Wochen 23°/, an Koérpergewicht verloren, dann wurden 
yerschiedene Aneurinpriparate ausgewertet. Die zu priifenden Substanzen 
wurden in 2cem Wasser gelést und mittels Sonde gefiittert. 

Wie aus Fig. 1 (S. 78) ersichtlich, entfaltet steigende Dosis von 
Aneurin auch steigende Wirkung (Aufsteigen der Gewichtskurve 
geht parallel der Menge des verabreichten Aneurins). Der Ver- 


: gleich zwischen der Wachstumswirkung der verschiedenen syn- 


thetischen und natiirlichen Aneurine sei hier in den Gewichts- 
kurven von Tauben zusammengefaBt. Jede Kurve zeigt die durch- 
schnittlichen Gewichtswerte von 3—5 Tauben. 
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Fig. 2. 
h) Metabolin (Natur: Firma Takeda) 0,15 mg 1 mal 
i) Unser synthetisches Vitamin B, 0,15 mg 1 mal 


Fig. 2 zeigt einmalige Dosierung von 0,15 mg der zu priifenden 
Substanzen, wihrend Fig. 3 bei der tiaglichen Verabreichung von 
je 0,1 mg Aneurin erhalten wurde. 
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Fig. 3. 
j) Metabolin (Natur: Firma Takeda) 
k) Oryzanin (Natur: Ohdake) . 
1) Betabion (Synthese: Williams) . 
m) Betaxin (Synthese: Bayer) 
n) Firma Takeda, Synthese . 


: | 0,1 mg taglich. 
©) Unsere Synthese . 


Die Wirksamkeit aller Priparate, wie aus Fig. 3 ersichtlich, 
scheint uns praktisch gleich, wenn auch die synthetischen Aneurine 
den natiirlichen ein wenig iiberlegen sind. Der Versuch, die 
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Wirksamkeit des Kondensationsproduktes vom 2-Methyl-6-amino. § 


5-brommethylpyrimidin mit Nicotinsiureamid zu priifen, ist jy 
diesem Laboratorium im Gange. 


Dr. R. R. Williams, Dr. H. Andersag, Dr. T. Ohdake uni 
Dr. R. Grewe seien fiir die Uberlassung der Vitamin B,-Priiparate besten; 
bedankt. 

Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung vom Stipendium de; 
Siidmandschurei-Eisenbahngesellschaft und von der Firma Takeda, Osaka, 
durchgefiihrt (K. Makino). 
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Uber die Einwirkung von Ninhydrin, Alloxan und Isatin 
auf Aminosduren und Polypeptide. 
Von 


Rudolf Abderhalden. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitét Halle a. 8.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Januar 1938.) 


Die Reaktion von Alloxan und Isatin mit Aminosiuren ist 
schon wiederholt Gegenstand von Untersuchungen gewesen. Als 


_erster stellte Strecker’) 1862 das Entstehen von Acetaldehyd 
' und Murexid beim Erhitzen von Alloxan und Alanin fest. 
| Traube?) bestitigte 1912 die desaminierende Wirkung des 
| Alloxans am Beispiel der Phenylaminoessigsiure. Gleichzeitig 
' stellte er fest, daB sich mit Isatin dieselbe Wirkung erzielen 
| ilabt. Hurtley und Wootton’) isolierten die beim Erwirmen 


von Alloxan mit Glycin, Alanin, Leucin und e-Aminobuttersiure 


| entstehenden Aldehyde als Para-nitrophenylhydrazone. Sie gaben 
eine Erklarung des Reaktionsmechanismus und stellten fest, dab 
' Peptone und Gelatine beim Erwairmen mit Alloxan ebenfalls 
| Rotfirbung zeigen. Langenbeck und Mitarbeiter‘) studierten 


vor allem den Umfang der NH,-Bildung bei der Kinwirkung von 


| Isatin auf Alanin, Glutaminsiiure und Asparaginsdure in essig- 


saurer Lésung bei Erhitzen. Sie wiesen nach, daB_hierbei 


| 3-Amino-oxindol auftritt, das dann entweder durch O, wieder 


zu Isatin dehydriert wird oder mit einem Molekiil Isatin unter 


_ NH,-Bildung Isatyd ergibt. Durch die Reoxydation von 3-Amino- 
| oxindol baw. Isatyd zu Isatin konnten sie mit einem Mol Isatin 
_ mehrere Mol Aminosiure desaminieren, ein Befund, der von uns 


bestitigt wurde. Langenbeck wies ferner nach, daB die Wirk- 
samkeit des Isatins durch Kernsubstitution erhéht wird. In 
umfangreichen Untersuchungen iiber die katalytische Desami- 


_ ulerung von Aminosduren fand Kisch') Isatin und Alloxan unter 
_ den von ihm gewahlten Versuchsbedingungen unwirksam. Franke ®) 
' SchlieBlich studierte die Energetik des Dehydrierungsvorganges. 
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Wir unterwarfen zunichst mehrere Aminosiiuren, die z. |) 
noch nicht daraufhin untersucht worden waren, der Hinwirkung 
von Isatin und isolierten die hierbei entstehenden Aldehyde 
durch Uberfihrung in die entsprechenden Verbindungen ni 
Dimethyl-cyclohexandion (Dimedon), eine Methode, die zuersi 
von D. Vorlinder’) angegeben worden ist. 

In einen Kjeldahlkolben wurden etwa 200 mg der zu untersuchendey 
Aminosiure, ebensoviel Isatin und 50—60 ccm H,0 gegeben. Vorgeleg: 
wurde eine Waschflasche mit 100 ccm einer etwa 1°/, alkoholisch-w&Brigen 
Dimedonlésung. Unter Durchsaugen eines miBig starken Luftstrome: 
mittels der Wasserstrahlpumpe wurde der Inhalt des Kjeldahlkolbens 
erhitzt. Die nach kurzer Zeit in der Waschflasche ausfallende Dimedon- 
verbindung wurde durch Abnutschen gewonnen und 2mal aus Alkohol- § 
Wasser umkrystallisiert. 

Es zeigte sich, daB bei Aldehyden gleicher Zusammen. 
setzung die Konstitution derselben einen starken Kin. 
fluB auf die Lage des Schmelzpunktes der entsprechen. 
den Dimedonverbindung hat. So schmilzt z. B. die Dimedon. f 
verbindung des Isovaleraldehyds bei 157°, die des n-Valer. § 
aldehyds bei 107—108° und die des Athyl-methy]-acetaldehyds 
bei 185—136° lLeucin, Norleucin und Isoleucin kénnen als 
durch Darstellung der Dimedonverbindung ihrer bei der Des- 
aminierung mit Isatin entstehenden Aldehyde voneinander unter- 
schieden werden. Ebenso liegen die Verhiiltnisse fiir Valin und 


Norvalin. 
Das geschilderte Verfahren hat den groBen Vorteil, daB es 
nur sehr wenig Zeit und bei Beniitzung einer kleineren Apparatur 
nur sehr geringe Substanzmengen erfordert. Es ist ohne weitere: 
méglich, die analysenreine Dimedonverbindung der bei der Kin- 
wirkung von Isatin, Alloxan bzw. Ninhydrin auf Aminosiuren f 
entstehenden Aldehyde innerhalb einer Stunde herzustellen. 
Wesentlich ist, daB die vorgelegte Dimedonlésung nicht so konzen- 
triert ist, da8 ungekuppeltes Dimedon mit ausfillt, und daB sie andererseits 
nicht so verdiinnt ist, daB das Kondensationsprodukt in Lésung bleibt. 
Wir stellten die Lésung so her, dai 1 g Dimedon in etwa 6—7 cem ab- 
solutem Alkohol gelést wurde. Nun wurde mit Wasser auf etwa 100 ccm — 
aufgefillt und so lange erwiirmt, bis die entstandene Triibung verschwand. 
Nach 12 Stunden wurde vom ausgefallenen Dimedon in die vorzulegende 


Waschflasche abfiltriert. Bei Einhaltung dieser MaBregeln geniigte eit 
einmaliges Umkrystallisieren. Zum Trocknen wurde die Substanz auf eine: 


Tonscherbe abgepreBt. 
Die auf diese Weise aus Alanin, c-Aminobuttersiiure, Leucin. 
Norleucin, Isoleucin, Valin, Norvalin und Phenylalanin gewonnene? 
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Aldehydderivate sind in Tab. I zusammengestellt. Bei einigen 
weiteren untersuchten Aminosduren, wie z. B. Serin, Cystin und 
Histidin, konnten mit der Dimedonmethode keine Aldehyde nach- 
gewiesen werden. Glykokoll ergab weder mit Isatin noch mit 
Alloxan oder Ninhydrin Formaldehyd, was in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Strecker (Alloxan) und Ruhemann 
(Ninhydrin) steht. 

Von Interesse schien es, festzustellen, ob auch Aminosiuren 
mit zwei Carboxylgruppen in derselben Weise mit Isatin 
usw. reagieren, wie die Monocarbonsiuren. Ks ist dies in 
der Tat der Fall. Beim Kochen einer wiBrigen Glutaminsiure- 
lésung mit Isatin entstand Bernsteinsiiurehalbaldehyd, der als 
2,4- Dinitrophenylhydrazinverbindung isoliert werden konnte. 
Auch das entstandene Isatyd wurde gewonnen. 

Wihrend Isatin, wohl z. T. infolge seiner geringen Wasser- 
lislichkeit, nur bei héherer Temperatur katalytisch wirksam ist, 
zeigen Alloxan und Ninhydrin schon bei Zimmertemperatur eine 


_ starke desaminierende Wirkung, wie Versuche mit Leucin, Alanin, 
Valin und «-Aminobuttersiure zeigten. 
hyde wurden wieder als Dimedonverbindungen isoliert. 


Die entstehenden Alde- 
Zusatz 
von besonderen Katalysatoren, wie Palladiummohr’), ist also 
auch bei Versuchen bei Zimmertemperatur nicht notwendig. 
Sowohl Alloxan als auch Ninhydrin geben bekanntlich beim 
Kochen mit Aminosiuren Rot- bzw. Blauviolettfarbung. Die 
Intensitét der Farbreaktion ist bei den verschiedenen Amino- 
siuren eine verschiedene, wie Lieben und Edel®) bei Versuchen 
mit Alloxan nachweisen konnten. Sie arbeiteten mit neutrali- 
sierten, Aquivalenten Aminosiurelésungen, die gleich lang und 
gleich stark erhitzt wurden. Wir untersuchten die Farbreaktion 
von Aminosiiuren mit Ninhydrin und Alloxan bei Zimmertemperatur. 
Ks wurden 1- bzw. 2°/,ige wiBrige Aminosiurelésungen her- 
gestellt, denen die gleiche Menge 1- bzw. 1/,°/,ige Ninhydrin- 
oder 2°/,ige Alloxanlésung zugesetzt wurde. Hierbei zeigte sich, 
da8 alle angewandten Aminosiuren positiv reagierten, mit Aus- 
nahme von Prolin, das mit Alloxan gar keine, mit Ninhydrin 
eine strohgelbe Farbreaktion gab. Dagegen bestanden zwischen 
den einzelnen Aminosiuren recht erhebliche Unterschiede in der 
Schnelligkeit des Auftretens der Farbe, der Farbtiefe und der 
Zeit, bis die Farbe wieder verschwunden war oder einer Gelb- 
firbung Platz gemacht hatte (vgl. Tab. II—V). Das Verhalten 


gegeniiber Ninhydrin und Alloxan war insofern gleich, als mit 
6* 
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beiden Reagentien die gleiche Reihenfolge der Aminosiure, 
erhalten wurde, wenn man sie nach dem Grad der Farbintensitit 
ordnet. Auffallend war das Verhalten des Histidins, das up. 
mittelbar nach Zugabe des Ninhydrins oder Alloxans tiefste 
Blauviolett- bzw. Dunkelrosafirbung zeigte. Besonderes Interesse 
bot auch ein Vergleich der Farbintensitit von Aminosiiuren 
gleicher qualitativer und quantitativer Zusammensetzung unter- 
einander. So zeigte von Leucin, Norleucin und Isoleucin die 
erstgenannte Aminosiure bei weitem die stiirkste Farbreaktion, 
dann folgte Norleucin und schlieBlich Isoleucin. Norvalin reagierte 
stirker als Valin. 

Die Blaufarbung mit Ninhydrin verblaBte allmahlich und 
machte einer Gelbfirbung Platz. Die Rosafirbung mit Alloxan 
verblabte weniger schnell. Hier trat schlieBlich ginzliche Farb- 
losigkeit auf. Nur bei den beiden cyclischen Aminosiuren Phenyl- 
alanin und Histidin kam es zum Auftreten einer schwachen Gelb- 
firbung. 

Bei den Ansatzen mit Aminosiuren + Ninhydrin entstanden 
bereits einige Stunden nach Versuchsbeginn Niederschlige von 
violetter bis rosa Farbe. Am Beispiel des Leucins, der Glutamin- 
siure, des Alanins und des Glykokolls, mit denen gréBere An- 
siitze vorgenommen wurden, gelang es nachzuweisen, daB es sich 
hierbei um Hydrindantin handelt. Dieser Befund wirft ein 
Licht auf den trotz zahlreicher Untersuchungen bis heute noch 
nicht geklirten Mechanismus der Ninhydrinreaktion mit Amino- 
siuren. Ruhemann!), der Entdecker des Ninhydrins und seiner 
Farbreaktion mit EiweiBkérpern und Aminosiuren, nimmt an, 
da8 Ninhydrin zu Hydroxydiketohydrinden reduziert wird, und dab 
dieser sekundire Alkohol mit einem Molekiil Ninhydrin zu Hydrin- 
dantin zusammentritt. Aus diesem soll dann in derselben Weise, 
wie aus Alloxanthin iiber die Purpursiiure Murexid entsteht, Di- 
ketohydrindyliden-diketohydrindamin entstehen, dessen Ammonium- 
salz der blaue Farbstoff ist. Harding und Mac Lean!) glauben, 
dai die Aminosiuren in waBriger Lisung in NH, und das ent- 
sprechende Glyoxal zerfallen. Das Glyoxal reduziert Ninhydrin zu 
1,3-Diketohydrindol, aus dem mit NH, 1,8-Diketohydrindamin 
entsteht. Durch Kondensation dieser Verbindung mit einem Mole- 
kiil Ninhydrin entsteht dann Diketohydrindyliden-diketohydrind- 
amin. Das Entstehen von Hydrindantin als Zwischenprodukt wird 
von diesen Autoren abgelehnt. Ssadikow und Zelinsky) sind 
der Ansicht, daS die Aminosiuren mit Ninhydrin zu esterartig 
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yverknipften Verbindungen zusammentreten, und sprechen die Ver- 
mutung aus, daB durch Isolierung und Analyse der hierbei auf- 
tretenden Farbstoffe die Identifizierung von Aminosiiuren méglich 
sein miiBte. 

Der Befund von Hydrindantin — die entstehende Menge ist 
yon der Art der benutzten Aminosiure abhingig — scheint fiir 
die Auffassung von Ruhemann zu sprechen. Doch darf nicht 
auBer acht gelassen werden, da8 Hydrindantin auch erst sekundiir 
durch Zerfall des Ammoniumsalzes des Diketohydrindyliden-diketo- 
hydrindamins, bzw. durch Zerfall dieser Verbindung selbst, ent- 
stehen kann. Zu einer solchen Zerstérung kommt es ja sicher, 
wie das Verschwinden der blauvioletten Farbe anzeigt. 

Ruhemann"’) hat gezeigt, daB Ninhydrin durch H,S oder 
Dialursiure zu Hydrindantin reduziert wird. Es konnte 
nun gezeigt werden, da8 sich diese Reduktion auch mit 
Hilfe der Ascorbinsaiure bewerkstelligen laBt. 1 mg As- 
corbinsiure geniigt, um aus einer Ninhydrinlésung deutlich wahr- 
nehmbare Hydrindantinkrystalle auszuscheiden. Ebenso gelingt es, 
mittels des Vitamins C Alloxan in Alloxanthin iiber- 
zufiihren. Beide Prozesse gehen bei Zimmertemperatur inner- 
halb weniger Stunden vor sich. 

Auch bei der Einwirkung von Alloxan auf Aminosiuren 
bildeten sich Niederschlige. So wurden wiBrige Lésungen von 
Alanin, Glykokoll, Valin und a@-Aminobuttersiure bei Zimmer- 
temperatur mit Alloxan stehen gelassen und die entstandenen 
Niederschlige nach einigen Tagen durch Abnutschen gewonnen. 
Die so isolierten Substanzen zeigten eine schwach rosa Farbe, 
waren bei 350° noch nicht geschmolzen und waren unléslich in 
Wasser, Alkohol, Ather, Aceton, Essigester, HCl und Petrolither. 
In NaOH und NH, lésten sie sich mit rosa Farbe. Die Kon- 
stitution dieser Verbindungen konnte noch nicht geklirt werden. 
Die Analysen der bei 110° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
getrockneten Verbindungen ergaben folgende Werte: 


iy A H%, N°, Asche %/, 
Verb. aus Ansatz Alloxan + Glykokoll 33,52 3,65 27,81 0,57 


Verb. aus Ansatz Alloxan + Alanin . 33,99 3,72 27,55 
Verb. aus Ansatz Alloxan + o«-Amino- 

buttersiure. ....,...2.2.. 33,23 8,74 25,91 0,34 
Verb. aus Ansatz Alloxan + Valin . . 33,68 8,78 26,79 keine 


Die Analysenwerte und Eigenschaften der vier Verbindungen 
schlieBen das Vorliegen von Uramil, Dialursiure, Purpursiiure 
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und Murexid aus. Auch um Aminosiurensalze der Purpursiure 
kann es sich nicht handeln. An diese wurde zunichst gedacht, 
da Piloty’*) beim Erwarmen einer Lésung von Alloxan + Gly. 
kokoll nach schnellem Abkiihlen eine Verbindung erhielt, die e 
als Glykokollsalz der Purpursiure ansprach. 

SchlieBlich wurde noch das Verhalten von Alloxan und Nip- 
hydrin gegeniiber Polypeptiden bei Zimmertemperatur gepriift 
(vgl. Tab. VI u. VIL). Zur Verwendung gelangten 1°/,ige Lésungen 
von 20 verschiedenen Di-, Tri- und Tetrapeptiden, auf die Nin- 
hydrin in 2°/,iger und Alloxan in 5°/,iger waBriger Lésung ein- 
wirken gelassen wurden. Dabei ergab sich die iiberraschende 
Feststellung, daB Alloxan nur mit jenen Polypeptiden 
reagierte, und zwar unter ziemlich starker Rosafarbung, bei 
denen Glykokoll die freie Aminogruppe trug. Eine Aus- 
nahme machte nur das Glutathion, das ebenfalls, wenn auch eine 
nur schwache Rosafarbung zeigte. Es dirfte dies wohl auf der 
Anwesenheit der SH-Gruppe beruhen, die ja auch beim Zn- 
standekommen der Alloxanreaktion mit KiweiBkérpern eine Rolle 
spielt*), Auch Ninhydrin reagierte bei weitem am stirk- 
sten mit jenen Polypeptiden, bei denen Glykokoll am 
Anfang stand. Doch griff die Farbreaktion auch auf einige 
andere Polypeptide iiber. Durch Herabsetzung der Konzentration 
von Polypeptid- und Ninhydrinlésung gelang es jedoch, auch die 
Ninhydrinreaktion zu einer spezifischen Reaktion auf Polypeptide 
mit Glykokoll als dem Trager der freien Aminogruppe zu machen. 
Auffallend war das Verhalten des Glycyl-l-tryptophans, bei dem 
stets die Violettfirbung erst nach lingerer Zeit eintrat, wahrend 
das Dipeptid mit Alloxan sofort reagierte. Die Farbreaktion so- 
wohl mit Alloxan als auch mit Ninhydrin kam innerhalb von 
15 Minuten zustande. 

Das Verhalten der beiden Reagentien gegeniiber Polypeptiden 
bei Zimmertemperatur stimmt véllig mit jenem von Zimmer- 
manns Reagens (Orthophthaldialdehyd) iiberein. Auch dieses 
reagiert, wie Emil Abderhalden und A. Neumann") gezeigt 
haben, nur mit solchen Polypeptiden positiv, bei denen Glykokoll 
am Anfang steht. Es kommt hier zum Auftreten einer violetten 
Farbe oder eines violetten Niederschlages. 

Beim Kochen mit Ninhydrin gaben erwartungsgem4B alle 
untersuchten Polypeptide eine mehr oder weniger starke Blau- 


*) Parallelgehen der Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Alloxan’). 
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violettfarbung. Wurden sie mit Alloxan gekocht, so trat in allen 
Fallen eine Rosafairbung auf, die jedoch bei solchen Polypeptiden, 
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Gly. bei denen Glykokoll nicht die freie Aminogruppe trug, sehr 

@ er schnell, oft schon wahrend des Kochens, wieder verblaBte. So 
zeigt eine mit Alloxan gekochte Versuchsreihe nach Ablauf einiger 

Nin- Stunden genau dasselbe Bild, als wenn die Ansitze bei Zimmer- 

riift temperatur vorgenommen worden waren: jene Glaser, die Poly- 

wen peptide mit Glykokoll als erster Aminosiure enthalten, sind 

Nin- dunkelrosa gefiirbt, alle anderen sind farblos. 

ein- 

nde Versuchsteil. 

i ; — : 

“ie 1. Isolierung der bei der Einwirkung von Isatin, Alloxan und 

se Ninhydrin auf Aminosduren entstehenden Aldehyde als Dimedon- 

LUS- Verbindungen. — a) Versuche mit Isatin. Auf die im allgemeinen 

sine Teil geschilderte Weise wurden dargestellt: Anhydro-acetaldehyd-*), Anhydro- 

der propionaldehyd-, Anhydro-butyraldehyd-, Anhydro-isobutyraldehyd-, An- 

Fa. hydro-isovaleraldehyd-, Anhydro-valeraldehyd-, Anhydro-methyl-athyl-acet- 

rT aldehyd- und Anhydro-phenylacetaldehyd-bis-dimethyl-cyclohexandion. 

OLLe 

rk. & Tabelle I. 

all ’ - . = ee aS 

ige Mol.-Gew.] Schmelz-| Analysenresultat 

‘ \minosiure Entstandener om unkt | he | 

lon Aldehyd Dimedon-| P berechnet | gefunden 

die verbind. ' C/o |H 9) C %/|H °/ 

. <n a TS cmon eee saeenimanen ce ec — een ewer 

ide Alanin . Acetaldehyd 306 | 139-140 | 70,59 8,50/70,73 8,63 

on. «-Amino- | 

2m buttersiiure | Propionaldehyd 320 156 71,25 8,75 |71,37) 8,62 

nd Norvalin . Butyraldehyd 834 134-135 | 71,85) 8,98 |71,96) 8,99 

0- Valin Isobutyraldehyd 334 153-154 | 71,85, 8,98 71,54 9,09 

vn Leucin. . . Isovaleraldehyd 348 157 72,41 9,20/72,39) 9,30 

| Norleucin n-Valeraldehyd 348 107-108 | 72,41 9,20|72,48) 9,29 
Isoleucin. . | Athyl-methyl-acet- | 348 | 135-136 | 72,89 9,20|72,15, 9,36 

en aldehyd | | 

r- Phenylalanin] Phenylacetaldehyd 382 164 | 15,39 7,85 |75,48) 7,79 

CS 

ot b) Versuche mit Alloxan. 0,4—0,5 g der zur Untersuchung ge- 

ll langenden Aminosaure wurden in einer Waschflasche in 50—80 ccm Wasser 

n gelést und hierzu 0,8—1g Alloxan gegeben, das sich unter Rosafirbung 

: spielend leicht aufléste. Eine zweite, mit Dimedonlésung beschickte Wasch- 
flasche wurde vorgeschaltet. Mittels der Wasserstrahlpumpe wurde durch 

e beide Flaschen ein miBig starker Luftstrom gesaugt. Die Versuche wurden 


- iabidbeiiities 
*) Bereits dargestellt von Neuberg u. Reinfurth, Biochem. Z. 106, 
281 (1913). 
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bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Gewonnen wurden auf diese Weise 
aus Valin, Alanin und Aminobuttersiiure die Dimedonverbindungen des 
Isobutyraldehyds (Schmelzp. 154—155°), des Acetaldehyds (Schmelzp. 139 
bis 140°) und des Propionaldehyds (Schmelzp. 155—156°). 


Durch Erhitzen einer Lésung von Alloxan + Phenylalanin und Destil. 
lation in eine mit Dimedonlésung beschickte Vorlage wurde die Dimedon. 
verbindung des Phenylacetaldehyds dargestellt (Schmelzp. 164°). 


ce) Versuche mit Ninhydrin. Die Versuchsanordnung war genau 
dieselbe wie bei den Versuchen mit Alloxan. Auch sie wurden bei Zimmer. 
temperatur vorgenommen. Isoliert wurden aus Leucin, Alanin bzw. Amino- 
buttersiure die Dimedonverbindungen des Isovaleraldehyds (Schmelzp. 157°), 
des Acetaldehyds (Schmelzp. 189—140°) und des Propionaldehyds (Schmelz- 
punkt 156%), 


2. Isolierung des bei der Einwirkung von Isatin auf Glutamin. 
saure entstehenden Bernsteinsdurehalbaldehyds und Isatyds. 3g Isatin 
und 8g d-Glutaminsiure wurden mit 800 ccm Wasser iibergossen und 
2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Erkalten wurde ab- 
genutscht und der auf der Nutsche verbliebene, gelboliv aussehende Riick- 
stand zur Entfernung nicht umgesetzten Isatins und etwa ausgefallener 
Glutaminsiure wiederholt mit warmem Wasser und dann mit Alkohol ge- 
waschen. Die so gereinigte Substanz war in allen versuchten Lésungs- 
mitteln nur sehr wenig léslich, doch gelang schlieBlich die Umkrystalli- 
sation aus heiBem waBrigen Alkohol, dem nach Abkiihlen Ather zugesetzt 
wurde. Die schwach gelblich aussehende Verbindung schmolz bei 246°. 


Fiir C,,H,,0,N, (296) Ber. C 64,86 H 4,05 N 9,46 
Gef. ,, 65,04 ,, 4,16  ,, 9,62. 


Zu etwa 20 ccm des nach Aldehyd riechenden Filtrats wurden eben- 
soviel Kubikzentimeter einer heiB gesiittigten Liésung von 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin in Eisessig gegeben. Das Gemisch wurde 1 Stunde lang 
auf dem Wasserbad gekocht. Der nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur 
entstandene Niederschlag wurde abgenutscht und mit wenig kaltem Eis- 
essig gewaschen. Dann wurde er in heibem Alkohol gelést. Ein darin 
unléslicher Anteil wurde durch Filtrieren entfernt. Es wurde noch mebhr- 
mals aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt der Ver- 
bindung betrug 202—203°. 


Fiir C,,H,,O.N, (282) Ber. C 42,54 H 3,57 N 19,86 
Gef. ., 42,63 ,, 8,65 ,, 19,64. 


3. Vergleichende Untersuchungen tuber die Farbreaktion von 
Ninhydrin mit verschiedenen Aminosauren bei Zimmertemperatur. 
a) Je 1cem einer 2°/,igen, bzw. bei den schwerer Jéslichen Aminosiduren 
(Leucin, Norleucin, Phenylalanin, Glutaminsiure, Asparaginsiure) einer 
gesiittigten Aminosiurenlésung wurde in gleich weiten Reagenzglisern mit 
je leem einer w&Brigen 1°/,igen Ninhydrinlésung versetzt. Die Zugabe 
der Ninhydrinlésung zu allen Ansiitzen erfolgte innerhalb von 80 Sekunden. 
Die Temperatur betrug 19° (vgl. Tab. II). 
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’ Farbintensitit nach 

Aminosiure — = : 

6 Min./10Min./30Min.| 2 Std. |24Std.|48 Std.| 72 Std. | 96 Std. |192 Std. 

——e, | | | | 

gl-Leucin .| (+) + tt th te +t +  gelblich gelb 

dl-Norleucin}] Sp. (+) | + ++ +e) +H + |gelblich- _,, 

4 | | violett 

‘d-Isoleucin . ~ Sp. + ++ +4 + + (+) 

‘dl-Alanin . | (+), + ++ ++ ++. (+) | braun-,  gelb- 

: | violett | braun 

‘Glykokoll t+ itt +e! ++ ++) (+) | ((+)] | gelb- ’» 

q braun 

VHistidin. . | ++i ++ ++ ++ ++ |braun-| braun- braunrot _rot- 

’ | rot | rot braun 

'd,l-Phenyl- + + | e+] + ++ briun-| gelb  triibgelb' triib- 

- alanin lich elb 

'd-Glutamin- Sp. Sp. (+) + - Sp. _ - gelblich 

' siure 

fdJ-Serin. . | (+) | } ++ ++ (+) | gelb- gelb gelb 

braun 

dl-c-Amino- | (+) | + ++ ++ (+) | violett-' gelb- 

_ buttersiure ! braun violett 

VValin. . . | Sp. ij (+). + ++ ++ (+) [(+)] gelb- gelblich 

: violett 

VNorvalin .] (+) + ++, ++ ++ #=+- violett-' gelb = gelb 

braun 

Asparagin- — | Sp. (+) (+) °° + Sp. - ‘ 7 

| sdure | 

1-Prolin stroh- orange-, rot- braun- | gelb- 

: gelb gelb | braun orange | braun 
Zeichenerklirung: — = farblos, Sp. = violetter Schimmer, .(+) = schwach 


violett, [(+)] = mittelstark blauviolett, + = blauviolett, 
++ = dunkelblauviolett. 


b) Je 1 cem 1 °%/,iger Aminosiurelésung wurde mit je 1 cem '‘/, °/,iger 
wiBriger Ninhydrinlésung versetzt. Die Ninhydrinzugabe zu allen Proben 
erfolgte innerhalb von 380 Sekunden. Die Zimmertemperatur betrug 20° 
(vgl. Tab. ITI). 


4. Vergleichende Untersuchungen tiber die Farbreaktion von 
Alloxan mit verschiedenen Aminosiuren bei Zimmertemperatur. 
a) Je 1eem einer 2°/,igen, bzw. bei den schwer léslichen Aminosiuren 
einer gesiittigten Aminosiiurenlésung wurde in gleich weiten Reagenz- 
glisern mit je 1 ccm einer 2°/,igen wiBrigen Alloxanlésung versetzt. Die 
Zugabe derselben zu allen Proben erfolgte innerhalb von 30 Sekunden. 
Die Versuchstemperatur betrug 19° (vgl. Tab. IV). 

b) Je 1cem einer 1°/,igen Aminosiurelésung wurde mit je 1 ccm 
2°/,iger Alloxanlésung versetzt. Die Zugabe der Alloxanlésung zu allen 
Proben erfolgte innerhalb von 80 Sekunden. Die Versuchstemperatur be- 
trug 20° (vgl. Tab. V). 
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Tabelle III. 
; Farbintensitit nach | 
Aminosdure 





5 Min. | 10 Min,| 30 Min. 














1 
| 


' 


| 2 Std. |24 Std. |48 Std. |72 Std. | 96 Std. 1638; 























d,l-Leucin . (+) + | t+) ++ + | | ((+)] | gelb 
d,l-Norleucin Sp.? (+) ao (+) | ((+)] | - < 
d-Isoleucin . — ((+)] | (+) + (+) Sp. Sp.? 
d,l-Alanin (+) + | ++ + (+) | — | gelb 
Glykokoll + ++ | ++) (+) | ((4+)] | _ ‘ 
l-Histidin. . ++ ++ |) ++ | ++ | braun-| braun-| braun-| gelb. 
| rot | | rot — braun 
d,l-Pheny1- [(+)] + | ++ | triib- | braun-| triib- | triib- | tri. 
alanin violett | gelb | gelb —gelh 
d-Glutamin- Sp.? | Sp. | (+) | (#4) | [(+4)] | Sp. ~ 
sdiure 
d,l-Serin . . (+) ao ++ | ++ - Sp gelb 
d, l-«-Amino- Sp. (+) (+) oa [(+)] Sp. ‘ 
buttersiiure 
1-Valin. . Sp.? | ((+)] | (+) | (+) Sp. - ~ 
l-Norvalin Sp (+) ++ ++ + ((+)) | (+4) Sp. 
Asparagin- ~ — [(+)] | Sp. | Sp.? | gelb- — gelb 
siiure lich 
1-Prolin stroh- braun- gelb- 
gelb gelb braun 
Die Bedeutung der Zeichen vgl. unter Tab. II. 
Tabelle IV. 
. Farbintensitit nach g 
Aminosiiure |- , sini canine m oa E 
10 Min.| 30 Min.| 1 Std.| 2 Std. 24 Std.| 48 Std. | 72 Std.|192Std. 240 Std ? 
djl-Leucin . = jie | + » | () Sp. | Sp. : 
d,1-Norleucin - -~ (+) (+) Sp. Sp.? = Sp.! 
1-Isoleucin -- Sp. Sp. Sp. ~ - 
d,1-Alanin Sp. t+ Pett) tt] +t Sp. Sp - 
Glykokoll 4 tei +t) ++ ++ (+) (+ ff 
!-Histidin . ++ | ++) ++ | ++ | fleisch- gelb _—gelb e 
| farben | Po on 
d,1-Phenyl- ~ (+) | + Sp. | gelb-  gelb Bg. 
alanin | lich lich & bh 
d-Glutamin- — (+) + + (+) (4-) (+ 7 
sdure | 
d,l-Serin . Sp.? (+) + a (+) (+) (+ I 
d, 1-a-Amino- — (+) os + Sp. Sp. Sp. 
buttersiure r 
1-Valin . — ~ (+) | Sp. Sp. Sp.? Sp. 
l-Norvalin Sp.? (+); + + (+) Sp. Sp. 8 
Asparagin- — |Sp.? |) Sp. Sp. Sp. Sp.? Sp. F 
siure [ 
1-Prolin ;} = —- -- ~- ~- “ u 
Zeichenerklirung: — = farblos, Sp. = rosa Schimmer, (+) = hellrosa, S 
= dunkelrosa. k 
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Tabelle V. 









































Zeichenerklirung vgl. unter Tab. IV. 


5. Isolierung von Hydrindantin aus Ansatzen von Ninhydrin 
+ Aminosauren. a) Versuch mit d-Glutaminsiure. 2 g Glutaminsiure 
wurden unter Erwirmen in 300 ccm Wasser gelést. Nach Abkiihlung auf 
Zimmertemperatur wurden 2,42 g Ninhydrin (= 2 Mol), die in 200 cem Wasser 
gelést waren, hinzugefiigt. Es trat sofort eine sich immer mehr vertiefende 
Blaufirbung auf. 24 Stunden spiiter hatte sich ein hellvioletter Niederschlag 
abgesetzt, der sich im Laufe der Zeit vermehrte. Nach 8tigigem Stehen 
war die Farbe der Fliissigkeit hellviolett. Sie wurde dann weinrot und war 
14 Tage nach Versuchsbeginn schlieBlich hellgelb. Durch Abnutschen wurden 
1,8 g einer rosafarbenen stickstofffreien Substanz gewonnen, die sich bei 
236° zersetzte. Sie wurde aus heiBem Aceton umkrystallisiert. Die erhaltenen 
farblosen Krystalle firbten sich bei lingerem Liegen an der Luft rosa, 
ebenso beim Trocknen bei 110°. Die Verbindung zersetzte sich bei 238°, 
nachdem ab 210° Braunfirbung aufgetreten war. Mit Na,CO, gab sie Rot- 
firbung, mit NaOH und Ba(OH), Blaufirbung und mit Aminosiuren schon 
bei Zimmertemperatur nach wenigen Minuten Blauviolettfirbung. Durch 
Trocknen im Vakuum bei 110° konnten ihr 2 Molekiile Wasser entzogen werden. 


Fiir C,,H,,.O, (822) Ber. C 67,08 H 3,11 Gef. C 67,19 H 38,34. 


b) Versuch mit d,l-Alanin. Zu 50 cem einer 1°/,igen waBrigen 
Alaninlésung wurden 25 cem einer 2°/,igen wiBrigen Ninhydrinlésung ge- 
geben. Es trat sofort Dunkelblaufirbung auf. Nach 6 Tagen war die Farbe der 
Fliissigkeit, die nach Acetaldehyd roch, braunrot, nach 10 Tagen strohgelb. 
Der entstandene rosaviolette Niederschlag wurde durch Abnutschen gewonnen 
und aus Aceton—Wasser umkrystallisiert. Seine Menge betrug 0,16 g. 
Schmelzp. 288° unter Zers. Auch sonst stimmte die Verbindung in allen 
Kigenschaften mit der unter a) beschriebenen Verbindung iiberein. 


3 Farbintensitét nach 

' Aminosiure — : Se Hon pen 
10 Min.| 30 Min,| 1 Std.| 2 Std.) 4 Std. 24 Std. 48 Std.) 72 Std. | 120 Std./ 382 Std. 
nel | | | Rg DPS Gn ee 
@i-Leucin . | — — | Sp./ (+) + | (+) | Sp. Sp. | Sp.? - 
@\-Norleucin} — — | — | Sp. | (+) | Sp. | Sp.?, Sp?) —- _ 
Hisoleucin . | — - ~~), ~ (See oer; = “ “ 
q,!-Alanin Sp.? | Sp. (4+)) + ++) + | (4) Sp. Sp.? 
Glykokoll Sp.? |} (4) + | ttl te tel ++ + (+) (+) 
bHistidin. . + tt ttl ttl) et! + | Sp? — gelb 
i4,-Phenyl- - — Sp. | (+) + Sp. | Sp. ~ — gelb 
' alanin | . 
4-Glutamin- = Sp. | (+) | (+4) (+4) Sp. Sp.?  Sp.? Sp.? 
| siure | 

i@l-Serin . . ~ -- Sp. | (+) | + | (+) | Sp. Sp.? ) Sp.? 
Bi-c-Amino- | — | — | Sp.?) Sp.) (+) | Sp. | Sp. - - 

| buttersiure | | 

AValn. . . sas _ ae Sp. Sp. | Sp.? ~ 

}Norvalin _ - Sp. | Sp. (+) Sp. | Sp. - -- 
Asparagin- - _ — |Sp.?) Sp. | Sp. | Sp.? Sp.? 9 Sp.? _ 
| sdure | 

/Prolin . . — - - _ ~ 
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Fiir C,,H,,O, + 2H,O (358) Ber. C 60,84 H 3,99 
Gef. ,, 60,58 ,, 4,02. 


c) Versuch mit d,l-Leucin. Zu 50 cem einer 1% igen wa&Brigen 
d,l-Leucinlésung wurden 25 cem einer 2°/,igen wiBrigen Ninhydrinlésung 
gegeben. Es trat sofort eine tief schwarzblaue Farbe auf. 10 Tage spiiter 
war die Fliissigkeit gelborange. Durch Abnutschen wurden 0,2 g einer hell. 
violetten Substanz gewonnen, die aus Aceton umkrystallisiert wurde und 
sich in allen Eigenschaften als mit Hydrindantin identisch erwies. 

d) Versuch mit Glykokoll. 0,250 g Glykokoll wurden in 10 ccm 
Wasser gelést und hierzu 25 cem einer 2°/,igen Ninhydrinlésung gegeben. 
Es trat Blauviolettfarbung auf. 11 Tage darauf war die Farbe der Fliissig. 
keit braunorange. Durch Abnutschen wurde der entstandene, hellviolette 
Niederschlag isoliert. Die durch Umkrystallisieren aus Aceton—Wasser ge- 
wonnene Verbindung stimmte in allen Eigenschaften mit denen des Hydrin- 
dantins iiberein. 





Tabelle VI. 














Pas a Farbintensitit nach 
— 10 Min. 30 Min.| 1 St. | 4 St. | 24 St. | 48 St. 

Glycyl-l-tyrosin  ....... (+) a + + (+) | [(+) 
d,l-Alanyl-d,l-alanin . .... -- — — | gelb | ! 
d,l-Leucyl-d-glutaminsiure . . —~ — Sp. | Sp.? - 
Glycyl-l-norvalin. ...... (+) + + + > + | [(+) 
Glycyl-l-tryptophan. . ... . gelbgriin (+) [(+)] | gelb 
d,l-Leueyl-glycin. . ..... -- “ — | gelb . 
Glycyl-glycin ...... b 4 + + + + + | ((+)) 
d,l-Leucyl-phenylalanin. .. . — - - - 
Glycyl-l-leucin. . . . . a (+) + + + | (+) | (+) 
d-Leucyl-glycyl-l-leucin . . . . - - — + gelb 
d,l-Leucyl-glycyl-d,l-leucin . . — ~ - 5 
d,l-Leucyl-glycyl-glyecin. . . . _ — -- —  gelb ¥ 
Glycyl-glycyl-l-leucin. . .. . (+) + + + (+) = Sp. 
l-Leucyl-l-leucyl-glycin . . . . — _ - -- gelb 
Glycy]-d, l-aminobutyril- 

d,l-aminobuttersiure ... . (+) 7 + + | (+) | (+)) 
d,l-Alanyl-glycyl-glycin . . . . — gelb Sp.?! gelb | gelb 
l-Leucyl-glycyl-d-alanin. . . . - ~ »  gelb +s 
eee [((+)] | {(+)] Sp. ,, 
d,l-Trialanyl-d,l-alanin . . . . — _ _ — 
d,!-Dileucyl-glycyl-glycin . . . - — — ‘{(+)]) Sp. | gelb 
d, 1-Leueyl-glyeyl-glycyl-glycin . ~- —  [(+)}) (4) | ((+4)) 


Zeichenerkliirung vgl. unter ‘lab. II. 


6. Darstellung von Hydrindantin durch Reduktion von Nin- 
hydrin mittels Ascorbinséure. 0,2 g Ascorbinsiure wurden in 10 ccm 
Wasser gelést und hierzu 10 cem einer 2°/,igen wiBrigen Ninhydrinlésung 
gegeben. Nach etwa 1 Stunde begann eine Subsianz auszukrystallisieren. 
Ihre Menge betrug nach Beendigung der Krystallisation 0,18 g. Die Ver- 
bindung wurde aus Aceton—Wasser umkrystallisiert. Sie schmolz nach vor- 
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heriger Braunfirbung (210°) bei 2838—239° unter Zers. In Wasser war sie 
sehr schwer léslich. Mit Na,CO, gab sie Rot-, mit NH, Rotviolett- und mit 
NaOH und Aminosiuren Blaufirbung. Sie enthielt 2 Molekiile Krystalli- 
gationswasser, die ihr durch Trocknen im Vakuum bei 110° entzogen werden 
konnten. Der Mischschmelzpunkt mit Hydrindantin, das nach Ruhemann”) 
durch Einwirkenlassen von H,S auf Ninhydrin erhalten worden war, zeigte 
keine Depression. 


Piir CygHyO, (822) Ber. C 67,08 H 311  Gef. C 67,30 H 3,84. 


Fiir C,,H,,O, + 2H,O (358) Ber. C 60,34 H 3,99 
Gef. ,, 60,53 ., 4,12. 


7. Darstellung von Alloxanthin durch Reduktion von Alloxan 
mittels Ascorbinsdure. ig Alloxon wurde in 30 ccm Wasser gelést und 
hierzu bei Zimmertemperatur 20 ccm einer 5°/,igen Ascorbinsiiurelisung 
gegeben. Es begann sofort eine Substanz auszukrystallisieren, die nach 
16 Stunden abgenutscht wurde. Sie wurde aus Wasser umkrystallisiert. Mit 
Ba(OH), gab die Verbindung einen veilchenblauen Niederschlag. Sie redu- 
zierte ammoniakalische Silbernitratlésung und schmolz bei 220° unter Zers., 
nachdem ab 192° Rotfirbung eingetreten war. 


Fiir C,H,O,N, + 2H,O (322) Ber. C 29,81 H 8,11 N 17,39 
Gef. ,, 29,55 ,, 3,84 ,, 17,88. 


Tabelle VIL 

















Farbintensitit nach 
Polypeptid gaan pT 
15 Min. 380 Min.  1Stdn. 24 Stdn. 
Glyeyl-l-tyrosin . . . . Spuren + + (+) 
d,l-Alanyl-d,l-alanin. . . . . . . = 
d,l-Leucyl-d-glutaminsiiure . . . - : 
(xlyeyl-l-norvalin ....... (+) + + + 
Glyeyl-l-tryptophan ...... (+) + + (+) 
d, l-Leucyl-glycin e 5 — — : - 
Glyeyl-glyein ......-.. (+) + +> + 
d,l-Leueyl-phenylalanin . . - : a | si 
Glyeyl-l-leucin ns. (+) + ++ | + 
d-Leucyl-glyeyl-l-leucin. . . . 
d,l-Leueyl-glycyl-d,l-leucin . . 
d,l-Leucyl-glyeyl-glycin . . . . * 
Glyeyl-glyeyl-l-leucin . . . . . (+) + ++ + 
|-Glyeyl-d, l-aminobutyril- 
d,l-aminobuttersiure. ... . (+) a + (+) 
d,l-Alanyl-glyeyl-glycin , -- - — 
|-Leueyl-glyeyl-d-alanin . .. . — “ 
(lutathion . . .... ow Rad -- Spuren (+) | Spuren 
d,l-Trialanyl-d,l-alanin. . .. . -- _ _ 
d,l-Dileucyl-glycyl-glycin. . . . — : sage, RCs 
d,l-Leueyl-glycyl-glyeyl-glycin . ~ om t os 


Zeichenerklirung vgl. unter Tab. TY. 
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8. Untersuchungen tber die Farbreaktion von Ninhydrin mit 
Polypeptiden verschiedener Zusammensetzung bei Zimmertemperatur, 
Je 2 cem einer 1°/,igen, bzw. bei den schwerer léslichen Polypeptiden 
(Glycyl-l-tryptophan, d,l-Leucyl-phenylalanin und Leucyl-glycyl-leucin) einer 
gesittigten Peptidlésung wurden mit 2 ccm einer wiBrigen 2°/,igen Nin. 
hydrinlésung versetzt (vgl. Tab. VI, S. 92). 

9. Untersuchungen tiber die Farbreaktion von Alloxan mit Poly. 
peptiden verschiedener Zusammensetzung bei Zimmertemperatur. 
Je 2 ccm einer 1°%/,igen bzw. gesittigten Polypeptidlésung wurden mit 
2cem einer 5°/,igen wiBrigen Alloxanlésung versetzt (vgl. Tab. VII, S. 93), 


Zusammenfassung. 


1. Isatin, Alloxan und Ninhydrin wurden teils bei Zimmer., 
teils bei héherer Temperatur auf eine Anzahl Aminosiuren ein- 
wirken gelassen und die dabei entstehenden Aldehyde als Dimedon- 
verbindungen isoliert. 

2. Es wurden vergleichende Untersuchungen iiber die Farb.- 
reaktion von Ninhydrin und Alloxan mit den verschiedenen Amino- 
siuren bei Zimmertemperatur vorgenommen. 

3. Aus den Ansitzen von Ninhydrin mit Alanin, Leucin, 
Glykokoll und Glutaminsiure wurde Hydrindantin isoliert. 

4. Aus den Ansitzen von Alloxan mit Glykokoll, Alanin, 
a-Aminobuttersiure und Valin wurden Verbindungen isoliert, deren 
Konstitution noch nicht geklirt werden konnte. 

5. Ninhydrin und Alloxan werden durch Ascorbinsiiure schon 
bei Zimmertemperatur zu Hydrindantin bzw. Alloxanthin reduziert. 

6. Alloxan und Ninhydrin, letzteres nur in verdiinnter Lisung, 
reagieren bei Zimmertemperatur nur mit solchen Polypeptiden 
unter Rosa- bzw. Blauviolettfarbung, bei denen Glykokoll die freie 
Aminogruppe triigt. 
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Uber den Einflu& verschiedener Vitamin B,-Mengen 
auf den Vitamin A-Bedarf. 


(II. Mitteilung zur Wechselwirkung der Vitamine.) 
Von 


A. Scheunert und L. Wolfanger. 


(Aus dem Veteriniir-Physiologischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Januar 1938.) 


Die in der Literatur haufig vertretene Behauptung, daB die 
Vitamine eine funktionelle Einheit bilden, keines von ihnen un- 
abhiingig von dem anderen wirke, und alle in einem bestimmten gegen- 
seitigen Mengenverhiltnis zur Verfiigung stehen miibten, entbelrt, 
wie schon friiher?) ausgefiihrt worden ist, bisher einer ausreichenden 
experimentellen Unterbauung. Gerade die letzte Annahme er- 
scheint wenig wahrscheinlich, weil schon die Vitaminzufuhr mit 
der tiiglichen Kost, je nach der Wahl der Nahrungsmittel, ge- 
waltige Schwankungen aufweist, welche ein auch nur einiger- 
maBen festgelegtes gegenseitiges Mengenverhiltnis durchaus ver- 
missen lassen. Da keineswegs fiir alle Vitamine Depots im 
Organismus vorhanden sind, durch die etwa ein bestimmtes 
Vitamingleichgewicht im Kérper aufrechterhalten werden kénnte 
und auch sonst Regulationseinrichtungen bisher nicht zu erkennen 
sind, bleiben die vorgenannten Annahmen recht dunkel. 

Bei der Besprechung der Literatur’), die fiir ein Abhiingigkeits- 
verhiltnis zwischen Vitamin A und B herangezogen wird, wurde auf eine 
Gruppe von Arbeiten nicht eingegangen, aus denen gefolgert worden ist, 
daB steigende Gaben von Lebertran (gesteigerte Vitamin A- und D-Zufuhr) 
einen vermehrten Bedarf an Hefe (Vitamin B?) im Gefolge hiitten. Hierauf 
sowie auf die Frage, ob schidliche Folgen gewaltiger Uberschiisse an einem 
Vitamin durch vermehrte Gaben anderer Vitamine ausgeglichen werden 
kénnen, soll bei spiterer Gelegenheit an der Hand experimenteller Beweise 
eingegangen werden. 

Zur Zeit interessiert uns die Frage, ob in physiologischen 
Grrenzen gehaltene Unterschiede in der Zufuhr eines 
Vitamins den Bedarf an einem anderen zu beeintlussen 
vermégen. Bei steigenden Vitamin A- und D-Gaben konnte 
iriiher eine Beeinflussung des durch Trockenhefe gedeckten 





1 A. Scheunert u. 8. Rau, Diese Z. 246, 267—271 (1937). 
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Vitamin B,-Bedarfs nicht gefolgert werden. Es wurde nunmehr die 
Frage umgekehrt gestellt, also zu ermitteln versucht, ob steigende 
Vitamin B,-Mengen den Vitamin A-Bedarf junger Ratten zu be. 
einflussen vermégen. 

Diese Versuche waren erst méglich, als reines Vitamin B., 
damals aus Hefe gewonnen, greifbar wurde. 

Methodisch wurde dabei so vorgegangen, daB junge wachsende Ratten 
im Gewicht von 40—45 g auf vitamin-A-freie Kost gesetzt wurden. Diese 
bestand aus: 18°/, Kasein, 54°/, Maispuderstiirke, 15°/, Palmin (mit Vigantol. 
zusatz) und 5°/, Salzgemisch nach Mc Collum und Davis, sowie 8°, mit 
Ather extrahierte, (8 Stunden bei 2 Atm.) autoklavierte Biertrockenhefe als 
Triger der Vitamine der B-Gruppe mit Ausnahme von Vitamin B,. Alle 
Nihrstoffe waren durch bewihrte Verfahren vitamin-A-frei gemacht worden 
und wurden gut gemischt, in feinkérniger Beschaffenheit, den Tieren, die 
in Kinzelkifigen auf Sigespinen gehalten wurden, verabreicht. Im iibrigen 
wurde dabei nach der von uns eingehaltenen Versuchsanordnung verfahren’). 

Die Deckung des Vitamin B,-Bedarfs erfolgte fiir alle ‘Tiere 
durch eine Zulage von 20 mg Biertrockenhefe tiglich, von der aus 
friiherer Untersuchung bekannt war, daB diese 20 mg 1,6 inter- 
nationale Einheiten Vitamin B, enthielten. Diese Menge geniigt 
nach unseren Erfahrungen, um den Ratten gutes Wachstum zu 
sichern. Von dieser Trockenhefe wurden jeweils 40 mg abgewogen 
und diese Menge jeden 2.Tiag den Ratten in besonderen Glas- 
nipfchen verabreicht. Fiir die Vitamin B,-Zulagen standen uns 
die Priparate Betaxin (I. G. Farbenindustrie A. G.) und Betabion 
(E. Merck) zur Verfiigung”). 

Entsprechend der Deklarierung dieser Praparate in Tauben- 
einheiten verabreichten wir als Zulage zu der Grundkost 10 und 
20 Taubeneinheiten tiglich. (Die Lésungen wurden unter Kohler- 
siure im Exsiccator und im Kisschrank aufbewahrt.) 

Zur Priifung der Wirkung dieser Zulagen auf den Vitamin A- 
Bedarf wurden 3 Gruppen von Ratten gebildet. Gruppe I erhielt 
nur die zur Deckung des Vitamin B,-Bedarfs nétigen 20 mg 
Trockenhefe, aber keine Zulage. Gruppe II erhielt dazu tiglich 
10 Taubeneinheiten, Gruppe III 20 T.E. Die Zulagen wurden in 
Lésung, und zwar in 0,1 ccm durch Pipetten den Ratten ein- 
gegeben. Die Gruppe II erhielt auf diese Weise jeden 2.T'ag 
20 T.E., die Gruppe III taglich diese Menge. 





*) Scheunert u. Schieblich, Handb. d. Lebensmittelchemie. Her- 
ausgegeben von Bémer, Juckenack u. Tillmans. Verlag Jul. Springer, 
Berlin 1935, II, 2, 1548. 

*) Dem Pharmabiiro ,,Bayer“, Leipzig, und der Firma E. Merck, 
Darmstadt, danken wir herzlichst fiir ihr groBes Entgegenkommen. 
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Zur Ermittlung des Vitamin A-Bedarfs wurde die vitamin-A- 
freie Fiitterung der Versuchsratten so lange fortgesetzt, bis deut- 
liche Vitamin A-Mangelerscheinungen und ein etwa iiber 10 Tage 
wibrender Gewichtsstillstand und -riickgang eingetreten waren. 
8 Tiere starben schon in dieser Vorbereitungsperiode. Diese Ver- 
luste stérten nicht, da die Gruppen mit Versuchstieren so reich- 
lich besetzt waren, daB zum Beginn des Hauptversuchs fiir die 
Gruppe I—III je 30 Tiere und dariiber hinaus noch weitere 
Reserveratten zur Verfiigung standen. Von diesen wurden noch 
fiinf in den ersten 15 Tagen des Hauptversuchs zum Ersatz in- 
folge zu groBer Schidigung durch den Vitamin A-Mangel der 
Vorperiode plétzlich gestorbener Tiere bendtigt. 

Mit Ausbildung befriedigend deutlicher Vitamin A-Mangelsymptome 
begann der Hauptversuch zur Ermittlung des Vitamin A-Bedarfs, der sich 
iiber 35 Tage erstreckte. Es wurde dabei die Methodik unserer quantitativen 
Vitamin A-Bestimmung’) zugrunde gelegt. Hierbei wird diejenige niedrigste 
Dosis ermittelt, bei deren tiglicher Verabreichung an eine an Vitamin A 
verarmte Ratte diese Ratte die 35 Tage des Versuches iiberlebt und von 
der bestehenden Xerophthalmie geheilt wird. Der Gewichtszunahme wird 
keine Bedeutung zugemessen. Fiir jede Dosis wird eine Gruppe von 10 Tieren 
verwendet und weiter verlangt, daB mindestens 8 von ihnen die 85tiigige 
Hauptperiode iiberstehen. Ist dies der Fall, so ist die Gruppe geniigend, 
wenn nicht, ist sie ungeniigend. 

Als Vitamin A-Priparat wurde Vogan verwendet. Da die ge- 
naue Wirkung dieses Priaparates nach eigenen Versuchen un- 
bekannt war, legten wir die Ratteneinheiten, in denen die Wir- 
kung auf den Packungen deklariert war, zugrunde. Es wurde 
angenommen, daf 3/, Ratteneinheiten sicher ungeniigend, 1°/, Kin- 
heiten sicher geniigend sein wiirden, um die Forderungen unserer 
Methode zu erfiillen. Somit wurden 3 Dosen: 3/, R.E., 11/, R.E. 
und 18/,R.E., zur Prifung gewahlt. 

Eine ausreichende Menge Vogan wurde beschatit, gut gemischt und 
hieraus mit Sesam6l 2 Stammldésungen hergestellt, von denen die eine in 
0,1 ccm 1R.E., die andere in 0,1 cem 2R.E. enthielt. (Die Lésungen wurden 
in dunklen Flaschen im Eisschrank aufbewahrt. Die Versuchsgruppen be- 
kamen dann in einem sich regelméBig wiederholenden Turnus je 0,1 ccm 
der Stammlésungen I und II mit Pipette wie in folgender Tabelle. 

Die Ratten wurden wihrend des ganzen Versuches tiglich beziiglich 
Auftretens und Abheilens der Xerophthalmie sowie Allgemeinzustand kon- 
trolliert. Weiter wurden sie 2mal wéchentlich gewogen und der Gewichts- 
verlauf kurvenmaBig aufgezeichnet. Am 35.Tage des Hauptversuches wurden 
die iiberlebenden Ratten durchgesehen und der Zustand der Augen end- 
giiltig beurteilt. 

‘) Scheunert u. Schieblich, Biochem. Z. 263, 444 (1933). 
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a | Untergruppe A | Untergruppe B Untergruppe ( 
ie oes. I I tae 
2. Tag I I II 
3. Tag I I II 
Tee... si 0 II I 
Zusammen. ..... 3 R.E. 5 R.E. 7 RE. 
also tiglich .... . $/, R.E. 11/, R.E. 15/, R.E. 








Versuchsergebnisse. 
Zur Darstellung der Ergebnisse wird auf die Wiedergabe der 
Kurven verzichtet und dafiir eine tabellarische Ubersicht gegeben. 


























Gruppe II | Gruppe III 
_* GruppeI}| 20mg 20 mg 
Tiigliche ~— Trocken- | Trocken- 
Vogan- sc “we hefe + hefe + 
rocken- | 10 Tauben-| 20 Tauben- 
zulagen n 
hefe Einheiten | Einheiten 
Vitamin B, | Vitamin B, 
Greniigende Tiere ... . 1 6 2 
Ungeniigende Tiere . . . 9 4 S 
§/, Ratten- ~ 
einheiten Ungeniigend durch: 
1. Keratomalacie oder Tod 5 2 f 
Haupt- | 2 Gewichtsabnahme mehr 
gruppe A als2g........ 3 2 2 
3. Keratomalacie u. Gew.- 
ee Abnahme.......] 4%! | OO Jf 2 
Geniigende Tiere ... . 6 7 9 
Ungeniigende Tiere . . . 4 ‘ 1 
11/, Ratten- rind - 
einheiten Ungeniigend durch: 
1. Keratomalacie oder Tod 8 3 1 
Haupt- 2. Gewichtsabnahme mehr 
gruppe B als2g........ 0 0 0 
3. Keratomalacie u. Gew.- 
Abnahme. ..... . es. 0 
Geniigende Tiere... . 9 9 ~ 
Ungeniigende Tiere . . . 1 1 2 
1°/, Ratten- % 
einheiten Ungeniigend durch: 
1. Keratomalacie oder Tod 1 1 
Haupt- 2. Gewichtsabnahme mehr 
rupve C a ooo 7 0 0 I 
caer 3. Keratomalacie u. Gew.- 
Abnahme ...... 0 0 0 











Fiir die Beurteilung der vorstehenden Tabelle sind die Zahlen 

der in jedem Versuch mit ,,geniigend“ bezeichneten Ratten mab- 

* gebend. Dazu sei nochmals darauf hingewiesen, daB diejenige Dosis 
von Vitamin A ermittelt werden sollte, bei der mindestens 8 you 
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10 Ratten die Versuchsbedingungen erfiillten, also ,,geniigend“ 
waren. Der Versuch zeigt, daB die Gruppe A mit °/, Kinheiten 
Vogan durchweg ungeniigend gewesen ist, die Gruppe B, bei der 
die Vitamin A-Menge mit 1'/, Kinheiten Vogan bemessen worden 
war, verhielt sich etwas unterschiedlich. Die Gruppe mit der 
geringsten Vitamin B-Zufuhr und die mit 10 Taubeneinheiten 
Betaxin waren ungeniigend, wihrend bei der Gruppe mit 20 Tauben- 
einheiten Betaxin der Vitamin A-Bedarf durch 11/, R.E. Vogan 
gedeckt worden war. In der Gruppe C schlieBlich hatten 1%/, R.E. 
durchweg geniigt. Nach diesem Ergebnis wiirde man schlieBen miissen, 
daB der Vitamin A-Bedarf durch die verschiedenen Vitamin B, -Mengen 
nur eine unbedeutende Verinderung erlitten haben kann. Diese 
wire gekennzeichnet durch die Gruppe B. In dieser sind die 
beiden Untergruppen mit der geringeren Vitamin B,-Zulage mit 
i1/, Ratteneinheiten Vogan nicht ausgekommen, wohl aber hitten 
es 20 Taubeneinheiten Vitamin B, bewirkt, daB diese Vitamin A- 
Menge geniigend geworden ist. Das wiirde also bedeuten, daB die 
gesteigerte Vitamin B,-Menge den Bedarf an Vitamin A etwas 
erniedrigt hat. Ein: solches Ergebnis erscheint nun ziemlich un- 
wahrscheinlich. Aus den Literaturangaben ist namlich zu ent- 
nehmen, daB man an ein festes Verhiltnis zwischen Vitamin A 
und Vitamin B, denkt und dabei angenommen hat, daB bei hohen 
Gaben des einen Vitamins auch héhere Gaben des anderen be- 
nétigt werden. Das ist hier aber nicht der Fall. Im Gegenteil 
wtirde ja bei uns die hohe Vitamin B,-Menge den Vitamin A-Bedarf 
herabgesetzt haben. Wir méchten deshalb eher glauben, dab dieses 
Ergebnis der Gruppe BIII auf einem Zufall beruht, der seine 
Ursachen in der nicht wegzuleugnenden Unsicherheit der bio- 
logischen Methode hat. Wahrscheinlich liegt es so, daB zwar 1*/, Kin- 
heiten Vogan zu niedrig sind, um den Vitamin A-Bedarf zu decken, 
daB sie aber doch nicht weit unterhalb der untersten Grenzen liegen, 
und daB deshalb zufillig die Gruppe BIII positiv ausgefallen ist. 


Kontrollversuch. 


Bei dieser Unsicherheit erschien es uns notwendig, einen 
Kontrollversuch durchzufihren. Dieser wurde insgesamt mit 
40 Ratten angesetzt, und es wurde bei ihm die gesamte Gruppe B 
und weiter noch die Gruppe AII wiederholt. Die Wiederholung 
dieser Gruppe erfolgte deshalb, weil sie unter den drei Gruppen A 
am giinstigsten verlaufen war und eine Bestiitigung erwiinscht 
erschien. Das Ergebnis dieses Kontrollversuchs wurde in der 
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folgenden Tabelle zusammengefaft. (Die Gruppenbezeichnungen 
entsprechen denen der Tabelle auf S. 98.) 








| Gruppe A Il 





Oe ee ee 3 
ee ee ee ee 7 


Ungeniigend durch: 
1. Keratomalacie oder Tod. 
2. Gewichtsabnahme mehr als 2 g 
3. Keratomalacie und Gewichtsabnahme . 





ne 











Gruppe BI |Gruppe BII*)| Gruppe B11! 











Gentigende Tiere ........ 4 4 6 

Ungeniigende Tiere. ...... 6 5 4 
Ungeniigend durch: 

1. Keratomalacie oder Tod. . . . 8 5 8 

2. Gewichtsabnahme mehr als 2 ¢ 0) 0 0 

3. Keratomalacie u. Gew.-Abnahme 3 0 1 


*) Nur 9 Tiere. 

Man sieht, daB alle 4 Gruppen negativ verlaufen sind. In 
keinem Fall hat die Vitamin A-Zulage geniigt, um den Bedarf der 
Tiere zu decken. Dies bestiitigt die oben ausgesprochene Ver- 
mutung, daB der im Hauptversuch festgestellte positive Ausfall 
der Gruppe BIII auf einem Zufall beruht. 

Betrachtet man das Ergebnis der Versuche in seiner Gesamt- 
heit, so ist festzustellen, daB verschieden hohe Dosen yon 
Vitamin B, eine Verinderung des Vitamin A-Bedarfs nicht 
hervorzurufen vermochten. Die Versuche sprechen auch 
nicht dafir, dab ein festesVerhiltnis zwischenVitaminB,- 
Zufuhr und Vitamin A-Bedarf besteht. Zum mindesten 
kann dies nicht in den in unserem Versuch eingehaltenen 
Grenzen der Fall sein. 


Zusammenfassung. 


in Versuchen an wachsenden weifen Ratten wurde festzustellen 
versucht, ob verschieden hohe Vitamin B,-Zulagen den Vitamin A- 
Bedarf der Tiere verindern. Verglichen wurden die Zulagen von 
20 und 10 T'aubeneinheiten Vitamin B, mit einer Grundkost, welche 
nur ausreichend Vitamin B, zur Bedarfsdeckung der Tiere enthielt. 
Der Vitamin A-Bedarf lag bei allen 3 Gruppen bei 1%/, Ratten- 
einheiten, welche in Form von Vogan verabreicht werden. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 





a 








WY 


1 





Uber Kreatininphosphorsaure. 


Ein Beitrag zur Konstitution der Iso-kreatinphosphorsaure. 
Von 
Karl Zeile und Hildegard Meyer. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéitslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1938.) 


Vor einiger Zeit wurde iiber die Phosphorylierung des Kreatins 
mit POC], berichtet!), die zu einer mit der natiirlichen Kreatin- 
phosphorsiure isomeren Verbindung fiihrte, die wir im folgenden 
als Isokreatinphosphorsiure bezeichnen wollen. Der Unterschied 
der beiden Kreatinphosphorsiiuren gab sich besonders deutlich 
in den verschiedenen Titrationskurven zu erkennen, auBerdem 
wurde festgestelit, daB aus der natiirlichen Kreatinphosphorsiure 
durch Mineralsiure der Phosphorsiiurerest rascher abgespalten 
wird als aus der Isoverbindung. Die bisher fiir die natiirliche 
Kreatinphosphorsiure angenommene Formel sah bei der iiblichen 
Schreibweise der Kreatinformel die Substitution durch den Phos- 
phorsiurerest in der Aminogruppe vor’). Mit der Darstellung 
einer Iso-Kreatinphosphorsiure war die Frage nach der Méglich- 
keit einer Isomerie und damit erst eigentlich nach der Kon- 
stitution der natiirlichen Verbindung gestellt. Wir bringen mit 
der vorliegenden Untersuchung einen Beitrag zu dieser Frage 
durch die Aufklirung der Konstitution der Kreatininphosphorsiure. 

Gelegentlich der Phosphorylierung von Kreatin in gréBerem 
Ma8stab, konnten wir ein schén krystallisiertes substituiertes 
Phosphorsiurechlorid [1%)] fassen, das sich als das Dichlorid einer 
') K. Zeile, Diese Z. 236, 263 (1935). 

*) O. Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Z. 196, 22 (1928); C. H. Fiske 
u. Subarrow, J. of Biol. Chem. 81, 694 (1929). 

5) Die Haftstelle des Phosphorsiurerestes ist in dieser und den folgen- 


en Formeln, die durch unten beschriebene Versuche bewiesen sind, vorweg- 
genommen. 
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Kreatininphosphorsiiure erwies; dasselbe Chlorid wurde auch 
bei der Phosphorylierung von Kreatinin erhalten. 


H 
N—C=0 I R= Cl 
@,P—Newo | II R= C,H,NH 
N——CH II - i 
6 CH, 3 I R=(,H,0 


Zur Identifizierung der aus Kreatin und Kreatinin erhaltenen 
Priparate durch die Mischprobe verwendeten wir das in glatter 
Reaktion zugingliche Umsetzungsprodukt mit Anilin, das Dianilid 
der Kreatininphosphorsaure (II). Aus dem Dichlorid lieBen sich 
nach vorsichtiger Hydrolyse ein gut krystallisiertes Natrium., 
Calcium- und Bariumsalz der Kreatininphosphorsiure darstellen, 
Nach der Abspaltung des Phosphorsiurerestes durch neutrale 
Hydrolyse in kochendem Wasser, die am Ca-Salz vorgenommen 
wurde, lieB sich Kreatinin als Chlorzinkdoppelsalz fassen. Im 
iibrigen wiesen wir das Vorliegen des Kreatininsystems nach der 
neutralen Spaltung auch quantitativ durch den Test nach Jaffé- 
Folin mittels Pikrinsiure nach. Im Gegensatz hierzu liefern 
die Salze der Iso-Kreatinphosphorsiiure und auch der natiirlichen 
Kreatinphosphorsiure bei der neutralen Hydrolyse kein Kreatin, 
was durch den negativen Jaffé-Test nachzuweisen ist. 

Die Tatsache, daB man bei Phosphorylierungen des Kreatins 
in gréBerem MaBstab Kreatininphosphorsiiure erhalt, im Gegen- 
satz zur Kreatinphosphorsiure, die bei Ansitzen in kleinem Mab- 
stab entsteht, erklart sich zwanglos mit der verschiedenen Ver- 
weilzeit des Reaktionsproduktes in POCI,. Die friither beschriebenen 
Versuche waren alle mit 0,4 g Kreatin in 100g POCL, vorgenommen 
worden; nachdem Ausbeutebestimmungen ergeben hatten, dab die 
angegebene Reaktionsdauer von 45 Minuten ein Optimum dar- 
stellt, wurde auf eine méglichst rasche und schonende Entfernung 
des POC], geachtet, die sich regelmaiBig in 15 Minuten durch 
Vakuumdestillation erzielen lie8. Bei Ansitzen von 18 g Kreatin 
wichst die zur Lésung nétige POCI,-Menge auf mindestens 5 kg 
an und damit die zur Destillation nétige Zeit auf 2—2'/, Stunden. 
Wir haben die friiher beschriebenen Versuche in kleinem MaBstab 
wiederholt und dabei Iso-Kreatinphosphorsiure als Ca-Salz isoliert, 
das nach dem Umkrystallisieren keine nachweisbare Mengen des 
Kreatininderivates enthielt. 

Uberraschenderweise zeigte sich nun an Priiparaten von 
Ca—Iso-Kreatinphosphat, die etwa 11/, Jahre gelegen hatten, dal 
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sie praktisch zu 100°/, in Ca—Kreatininphosphat tibergegangen 
waren, was durch colorimetrische Kreatininbestimmung nach der 
neutralen Hydrolyse festgestellt wurde. Eine hydrolytische Ab- 
spaltung des Phosphorsiurerestes war wihrend des Lagerns nicht 
in erkennbarem MaBe eingetreten. Die Praiparate wurden durch 
Umkrystallisieren gereinigt und konnten dann durch kein Kriterium 
von dem aus Kreatinin gewonnenen Ca—Kreatininphosphat unter- 
schieden werden. Der krystallographische Vergleich’) der Ba-Salze 
ergab Identitét, ebenso stimmte die Titrationskurve, die mit dem 
Ba-Salz aufgenommen wurde, vollig iiberein. An einer Identitit 
kann demnach kein Zweifel sein. 
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Titrationskurve der Kreatininphosphorsaure. 
Zur Titration verwendete Dinatriumsalzlésung: 4,34-10~? molar. 
NaOH: 0,0907n; HCl: 0,1 n. Py, = 3,43; Dy = 7,38. 


') Wir danken auch an dieser Stelle Herrn Dr, Ernst am Minera- 
logischen Institut Gottingen, der die Liebenswiirdigkeit hatte, den krystallo- 
graphischen Vergleich durchzufiihren: Die vorliegenden Priparate sind 
sehr diinne Plattchen, im Aussehen dhnlich Gipskrystillechen. Durchschnitt- 
liche GréBe A: 0,1 x 0,02 mm, B: 0,06 x 0,02 mm, Dicke bei beiden 
Priiparaten etwa 0,002 mm. Das Interferenzbild 1i8t genau mitten im Ge- 
sichtsfeld die optische Normale erkennen. Ausléschung: y schief zur Liings- 
richtung der Krystalle bei beiden Stoffen 26 + 0,5°. 


Brechungsexponenten : a = 1,492 + 0,008 , 


y = 1,636 + 0,008. 
y —a = 0,144. (Natriumlicht.) 


_ Die Réntgenpulveraufnahmen ergeben die gleichen Diagramme. Ein 
Unterschied zwischen beiden Priparaten ist nicht nachweisbar. 














104 Karl Zeile und Hildegard Meyer, 


Die Figur gibt die Titrationskurve der Kreatininphosphor- 
siure wieder. Sie ist derjenigen der Iso-Kreatinphosphorsiure 
ziemlich ‘ihnlich, laBt jedoch eine Pufferstelle im alkalischen Ge. 
biet vermissen. Die Dissoziationskonstanten des durch die Sub. 
stitution etwas geschwiachten Phosphorsiurerestes ergaben sic); 
zu 3,43 fiir p, und 7,38 fiir p,,. Wir haben auch nochmals die 
Titrationskurve der natiirlichen Kreatinphosphorsiure an einem 
Ca-Salzpriparat, das wir aus Katzenmuskel unter der freund- 
lichen Mithilfe von Herrn Dr. Fawaz dargestellt hatten, auf- 
genommen und in Ubereinstimmung mit den Angaben von Fiske 
und Subarrow sowie von Meyerhof und Lohmann ge. 
funden. 


Am Ringsystem der Kreatininphosphorsiure war es nun mig- 
lich, die Haftstelle des Phosphorsiurerestes zu ermitteln, woraus 
sie auch fiir die Iso-Kreatinphosphorsiure zu folgern ist. 


Fiir die Konstitutionsermittlung erwies es sich wegen der 
angenehmen Léslichkeitseigenschaften als zweckmaBig, aromatische 
Derivate der Kreatininphosphorsiure heranzuziehen. Wir be- 
nutzten das Dianilid (ID), ferner den Diphenylester (III). Letzterer 
lieB sich aus dem Dichlorid durch Umsatz mit Na-Phenolat er- 
zeugen; er erwies sich als identisch mit dem Diphenylester, den 
Ing‘) durch Umsatz des Kreatinins mit Diphenoxyphosphorsiure- 
chlorid (C,H,O),POCI] erhalten hatte. In der Folge beniitzten 
wir den letztgenannten, wesentlich einfacheren Weg zur Dar- 
stellung des Diphenylesters, allerdings muBten wir die von Ing 
gegebene Vorschrift — Kochen von Kreatinin mit dem Chlorid 
in acetonischer Suspension — abindern, da wir auf diese Weise 
auch bei sorgfaltigster Trocknung des Acetons stets das diphenyl- 
»hosphorsaure Salz des Kreatinins erhielten. Umsatz von Kreatinin 
init dem Saurechlorid in absolutem Pyridin fihrte zum gewiinschten 
Produkt (IID). 

Angesichts der beim Kreatinin méglichen Tautomerien sind fiir 


die Kreatininphosphorsiiure im wesentlichen folgende 4 Formeln 
denkbar: 








H POOH), 

IV (OH), OPN=Cf | ‘| V HN=C | 
N CH, a H, 
CH, CH 


1) J. of Chem. Soc. (London) 1932, 2054. 
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H 








/N— OOPOOH) /N==COPOOH), 
VI HN=C VII HN=C | 

N—CH \n—CH, 

CH, CH, 


In den Formeln [V und VI ist auSerdem noch eine Ver- 
schiebung des H-Atoms von 3 nach N? méglich, in IV und V 
ist Keto-Enoltautomerie denkbar. 

Von dem oben erwahnten Dianilid (1) versuchten wir durch 
Kondensation mit Benzaldehyd, aibnlich wie es vom Kreatinin!) 
oder vom Hydantoin?) beschrieben ist, ein Benzalderivat zu er- 
halten, in dem die beiden H-Atome des Methylen-Kohlenstoft- 
atoms 5 durch den Benzalrest substituiert sind. Zwar gelingt 
die Reaktion nicht mit Benzaldehyd‘), wohl aber mit p-Oxy- und 
p-Methoxy-benzaldehyd (VIITa und b). 





H 
N—— C=O : 
a) R= OH 
VIII (C,H,.NH opn=c/ — 
CH, es 


Somit spricht die Existenz der Kondensationsprodukte VIII 
der beiden Aldehyde gegen Formel VI. 

Weiterhin wurde aus dem Diphenylester (III) mit Dimethyl- 
sulfat ein Monomethylderivat hergestellt, in welchem sich N-Atom 3 
als Haftstelle der Methylgruppe durch Abbau beweisen lieB. Dem 
ebenfalls dargestellten Methylierungsprodukt des Dianilids muB 
dann die analoge Struktur zukommen. Die Methylverbindung des 
Diphenylesters wurde mit Amylnitrit in ein Oxim iibergefiihrt, das 
bei Verseifung mit Salzsiure Diphenylphosphorsiure und Dimethyl- 
parabansaure lieferte. Dem Oxim kann demnach nur Formel IX 
zukommen; die Haftstelle der Methylgruppe an Stickstoffatom 3 
ist nicht mit Formel V und VII vereinbar. AuBerdem schlieBt 
schon allein die Existenz des Oxims IX Formel VI aus in Uber- 
einstimmung mit der Darstellung der p-oxy- und p-methyl-oxy- 








Benzalverbindungen. 
CH, CH, 
YN C=O JN —C=0 
(C,H,0),0PN=CC | O=C¢ 
N C=NOH N——_C= 
IX CH, X CH, 


1) Erlenmeyer jr., Liebigs Ann. 284, 49 (1895). 
*) Boyd u. Robson, Biochemie. J. 29, 548 (1935). 
8) Auch bei Methylkreatinin gelingt sie nicht, vgl. unten S. 107. 
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Der Abbau des methylierten Diphenylesters iiber das Oxin, 
zur Dimethylparabansiure beweist eindeutig, daB der Phosphor. 
siiurerest am exocyclischen Stickstoffatom haftet in Ubereinstimmung 
mit Formel IV. 

Mit dem Konstitutionsbeweis fiir die Kreatininphosphorsiiure 
ergeben sich zwangsliufig Riickschliisse fiir die Konstitution der 
Iso-kreatinphosphorsiure. Unter Beriicksichtigung des Ubergangs 
der letzteren in Kreatininphosphorsiiure ohne duBeren Eingriff 
kommt fiir die Iso-kreatinphosphorsiure als Haftstelle fiir den 
Phosphorsiurerest nur die Guanidogruppe in Betracht. Friiher 
haben wir bei der Diskussion der Konstitutionsformeln fiir die 
natiirliche und Iso-kreatinphosphorsiure auch eine anhydridartige 
Verkniipfung der Phosphorséiure mit dem Carboxylrest erwihnt. 
Fiir die Konstitution der natiirlichen Kreatinphosphorsiure bliebe 
jetzt entweder tatsichlich nur diese bei Naturprodukten ohne 
Analogie dastehende Verkniipfungsart, oder eine mit der Iso-kreatin- 
phosphorsiiure desmotrope Anordnung des Phosphorsiurerestes in 
der Guanidogruppe. Aus allem, was wir bisher iiber die Konsti- 
tution des Guanidoniumions, namentlich durch die Untersuchungen 
Lechers wissen), ergeben sich aber fiir eine solche Desmotropie 
zwischen Amino- und Imino-substitutionsprodukt keine Anhalts- 
punkte. Wir miissen vielmehr vorliutig auf Grund der mit organisch- 
praparativer Methodik gewonnenen Ergebnisse die bisher der 
natiirlichen Kreatinphosphorsaure zuerteilte Konstitution der |so- 
kreatinphosphorsiure zuschreiben, wobei wir keiner Schreibweise, 
sel es im Sinne einer Imino- oder Aminosubstitution den Vorzug 
geben wollen. Wir hoffen die Konstitution der natiirlichen Ver- 
bindung weiter aufhellen zu kénnen durch die Untersuchung még- 
licher 'Tautomerieverhialtnisse im Guanidorest mittels physikalisch- 
chemischer Methoden, sowie durch Abbaureaktionen. Wir sind 
mit Versuchen nach beiden Richtungen hin beschaftigt. 


Uber Methylkreatinin. 


Nach unseren Erfahrungen iiber den Abbau des methylierten 
Kreatinin-phosphorsaéurediphenylesters schien es leicht méglich, 
auch die Konstitution des Methylkreatinins zu ermitteln. In dieser 
Verbindung, die von Korndérfer’) durch Einwirkung von Methyl- 


') H. Lecher u. Mitarb., Ber. chem. Ges. 56, 1326 (1923): Liebigs Ann. 
458, 154 (1924); 445, 61 (1925); 455, 189 (1927). Vgl. auch M. Schenk, 
Diese Z. 77, 328 (1912). 

*) Arch. Pharmaz. 242, 641 (1904). 
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Oxim jodid auf Kreatinin dargestellt worden war, blieb trotz ver- 
phor. schiedener Versuche die Haftstelle der Methylgruppe bisher un- 
mune [ bekannt. Nikolet}) versuchte die Uberfiihrung des Methylkreatinins 
~ £ in ein Benzalderivat, die aber nicht gelang. Dagegen gelang die 
siure —[E  nachtragliche Methylierung des Benzalkreatinins. Aus dieser Ver- 
1 der [— bindung wurde bei der Verseifung mit NaOH Methylamin ab- 
angs [ gespalten und in nahezu quantitativer Ausbeute Benzalhydantoin 
vgriff J erhalten, so daB in diesem methylierten Benzalkreatinin mit 
den [— Sicherheit die Methylgruppe an dem exocyclischen Stickstoff an- 
iiher gunehmen ist (XI). Aber es war von hier kein RiickschluB auf 
die [— die Konstitution des Methylkreatinins zu ziehen; die Methylgruppe 
rtige [— kannim Benzalkreatinin an eine andere Stelle als im Kreatinin treten. 
ihnt, H CH, 
lebe & geet cated illite ities , 
he CH,N ee a HN os 
tin. XI CH, ee Xl CH, 
ie Wir unterwarfen nun das Methylkreatinin der Oximierung 


‘ ' mit salpetriger Siure und konnten daraus je nach den Versuchs- 
i _ bedingungen das Oxim des Methylkreatinins als Chlorhydrat oder 
Pe Eas Dimethyl-hydantoinoxim fassen. Letzteres lieferte bei der 


4 Verseifung mit Salzsiure in 66°/, iger Ausbeute Dimethylparaban- 
ea siure (X). Damit ist die Konstitution (XII) fiir das Methylkreatinin 
as bewilesen. 
oe Nun erschien jiingst eine Mitteilung von Cornthwaite%, 
der bei dem Versuch der Konstitutionsermittlung des Methyl- 
ms kreatinins zu einem anderen Ergebnis kam als wir. Er methylierte 
Kreatinin mit Dimethylsulfat und stellte die Identitat der seinem 
i Sulfat zugrundeliegenden Base mit dem Korndérferchen Methyl- 
a kreatinin fest. Er gab an, da8 ihm im Gegensatz zu Nikolet 
die Benzalisierung bei Behandlung der freien Base mit Benzaldehyd 
bei 140—150° gelungen sei, und daB das Produkt identisch mit 
dem von Nikolet durch Methylierung des Benzalkreatinins er- 
haltenen Kérpers (XJ) sei. Damit wiire die Haftstelle der Methyl- 
- gruppe am exocyclischen Stickstoft bewiesen. | 
vi Die Nacharbeitung der Versuche hatte nun folgendes ergeben: 
1. Nach der vorgeschriebenen Methylierung des Kreatinins mit Di- 
methylsulfat konnte in der Hauptmenge ein Sulfat vom Schmelz- 
™ punkt 111—112°, sowie in geringer Menge ein Stoff vom Schmelz- 
’ ; 


'!) Nikolet u. Campbell, J. Amer. Chem. Soc. 50, 1155 (1928). 
*) J. Amer. Chem. Soc. 59, 1616 (1937). 
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punkt 145—147° isoliert werden. Beide Substanzen lieferten das 
bei 170° schmelzende Chloroaurat des Methylkreatinins, identisc) 
mit dem von Korndérfer beschriebenen (keine Schmelzpunkts. 
depression). Die Analysen ergaben, daB es sich bei dem hoch. 
schmelzenden Stoff um das methylschwefelsaure Salz des Methyl. 
kreatinins handelt, bei dem niedrigschmelzenden um das saure 
Sulfat. Dieses wurde durch Bariumchlorid in das Hydrochlorid 
iibergefiihrt, das sich als identisch mit dem Korndérferschen 
Hydrochlorid erwies. Den beiden bei der Methylierung mit Dimethyl. 
sulfat erhaltenen Salzen liegt also mit Sicherheit die von Korn- 
dérfer beschriebene Methylkreatininbase zugrunde. EKinen Schmelz- 
punkt von 118°, wie ihn Cornthwaite angibt, konnten wir nicht 
beobachten, vielmehr miissen wir unseren nach mehrmaliger 
Umkrystallisation bei 112° schmelzenden Stoff als einheitlich 
betrachten, wofiir auch die Analysenresultate sprechen. (Corn- 
thwaite gibt keine Analysendaten an.) Méglicherweise handelt ¢s 
sich bei dem bei 118° schmelzenden Stoff um ein Gemisch des 
sauren und des Methylsulfates. Das von Cornthwaite nach der 
Benzalisierung des freien Methylkreatinins erhaltene N?-methyl- 
5-benzalkreatinin (XI) konnten auch wir isolieren, gleichzeitig 
faBten wir noch in geringer Menge eine Substanz vom Schmelz- 
punkt 90° Im wesentlichsten Punkt, nimlich der Isolierung 
des methylierten Benzalkreatinins (XI), konuten wir also Corn- 
thwaites Befunde bestitigen. 

Der Widerspruch zwischen seiner und unserer Beweisfiihrung 
klirte sich mit unserer Feststellung auf, daB bei der Bereitung 
des freien Methylkreatinins aus dem sauren Sulfat, wie sie 
Cornthwaite vor der Benzalisierung vornimmt, eine Offnung 
des Kreatininringes eintritt. Schon Nikolet?) beschreibt die 
leichte Offnung des Ringes im Falle des Methyl-glykocyamidins (XII!) 
mit 5°/,iger Sodalésung bei Wasserbadtemperatur innerhalb von 
10 Minuten. Nachfolgende Behandlung mit Salzsiure fihrt unter 
Ringschlu8 teilweise zur isomeren Substanz (XIV). Dieselben 
Reaktionsbedingungen sind auch bei der Behandlung des sauren 
Methylkreatininsulfates mit Soda nach Cornthwaite gegeben. 
Wir konnten quantitativ durch die Jaffé-Folinsche Farbreaktion 
nachweisen, daB bei der Behandlung des Methylkreatinins nach 
Cornthwaite 50—75°/, der Base aufgespalten werden. Offenbar 
tritt bei den Bedingungen der nachfolgenden Benzalisierung 





') J. Amer. Chem. Soe. 37, 2416 (1915). 
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n das 3stiindiges Erhitzen mit Benzaldehyd auf 140—150°) wieder 
itisch Ringschlub, jedoch iiberwiegend zum N*-methylkreatinin ein. Es 
nkts. He jst moglich, daB es sich bei dem oben erwiihnten Kérper vom 
hoch. JF Schmelzp. 90° um das 1,3-Dimethyl-5-benzalhydantoin handelt, 
thyl. J das Nikolet durch Methylierung von 1-Methyl-5-benzalhydantoin 

















































saure herstellte und fiir das er einen Schmelzpunkt von 92° angibt. 
lorid { H CH, 

chen X-—C=O N——C=0 

tu CH,N=CC i a 

thyl.- j 3 ie. * on 

orn- XUI H XIV 4H 

nelz- 


Die Versuche von Cornthwaite sind demnach zum Konsti- 


nicht tutionsbeweis des Methylkreatinins ungeeignet, dagegen kommt 

liger : d , 5 g ? . o) g 

tlieh } nach allen Erfahrungen hei unserem Abbau zu Dimethylparaban- 

es ' siure in saurem Medium unter Kiskiihlung eine Aufspaltung des 

“we | Kreatininsystems nicht in Frage; vielmehr wird durchweg bei 
ns ' diesen Verbindungen durch Salzsiure gerade Ringschlu8 bewirkt. 
“i  Ubrigens wiesen wir die Bestiindigkeit des Methylkreatinins durch 

" ‘ seine Isolierung in praktisch quantitativer Ausbeute (Schmelz- 

a, - punkt 233—235°) nach Behandlung mit starker Salzséure nach. 
v : er . . . . . 

a ' Dem Methylkreatinin kommt demnach mit Sicherheit die Konsti- 

a tution XIT zu. 

ung 

rn & Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft 

| fir die Gewaihrung von Forschungsmitteln. 

un 

ung & Versuchsteil. 

sie Kreatinin-(N’)-phosphorsauredichlorid. 5kg POC), (2mal im Vakuum 

& 

ing % destilliert) werden am Riickflu8kiihler auf dem Drahtnetz bis zum Sieden 

die @@ cthitzt und 18,5 g Kreatin hinzufiigt. Das Kreatin geht nach etwa °/, Stunde 

ITI) Kochen véllig in Lésung. Das iiberschiissige POCI, wird darauf im Vakuum 

| bei 35—40° Wasserbadtemperatur weitgehend abdestilliert und der dlige, 

Vol @ schwach gelb gefirbte Riickstand mit absolutem Ather mehrmals aus- 

iter gewaschen, bis der Geruch nach POC], verschwunden ist. Nach gutem 

ben Durchreiben des Oles mit Ather wird dieses fest und bréckelig. Der Riick- 

ren stand wird méglichst rasch unter Wasserausschlu8 filtriert, mit absolutem 

- Ather nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet. 

na Zur Reinigung des Rohproduktes wird 2mal mit absolutem Ather 

100 mehrere Stunden in der Hiilse extrahiert, wobei ein Teil des Kreatinin- 

ich phosphorsduredichlorids bereits in kriftigen wei8en Prismen auskrystalli- 

bar siert, der Rest wird durch Einengen der Mutterlauge gewonnen. Die erste 

ing _ Extraktion liefert etwa 8,7 g Siurechlorid, daraus kénnen nach nochmaliger 

Reinigung durch Extraktion 6,5 g (d. i. 15°/, Ausbeute) gewonnen werden. 


Schmelzp. 128—181°. Die Substanz spaltet an der Luft HCl ab (vgl. auch 
Cl-Analyse). 
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2,830 mg Subst. (bei Zimmertemp. i. V. getr.): 2,19 mg CO,, 0,77 mg 


H,O. — 3,165 mg Subst.: 0,521 cem N, (22°, 717 mm Hg). — 3,74 mg 
Subst.: 4,12 mg AgCl. 
C,H,N,0,PCl, Ber. C 20,87 H 263 N17,86 Cl 30,83 


Gef. ,, 21,01 ,, 804 ,, 17,97 ,, 27,25, 


Kreatininphosphorsaures Barium. Eine konzentrierte wiibrige 
Lésung von 0,5 g Kreatininphosphorsiiuredichlorid wurde mit NaOH in der 
Kiilte neutralisiert (Phenolphthalein), darauf 2,6 cem 20°/,iges BaCl,-2H,0 
(2 Mol) zugegeben und mit Barytlauge nachneutralisiert. Das Filtrat der 
schwach alkalischen, getriibten Liésung wurde bei 15° im Vakuum ein. 
geengt, von den ersten schlecht ausgebildeten Krystallen abfiltriert und 
mit etwas zum Auswaschen beniitzten Wasser—Alkohol-Gemisch (1:1) ver- 
setzt. Das Bariumsalz fiel langsam in Form glinzender Prismen aus. 


2,855 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 1,55 mg CO,, 0,58 mg H,0. — 
5,262 mg Subst.: 34,318 mg Phosph.-Ammon.-Molybd. 
C,H,N,O,PBa Ber. C 14,61 H 1,84 P 9,44 
Gef. ,, 14,81 ,, 2,27 ,, 9,47. 


Kreatininphosphorsaures Calcium. Das Calciumsalz wurde dem 
Bariumsalz analog hergestellt. Es krystallisiert in langen Nadeln. Ziemlich 
schwer wasserléslich. 

3,533 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 30,10 mg Phosph.-Ammon.- 
Molybd. — 4,579 mg Subst.: 3,245 mg CO,, 1,430 mg H,O. — 3,513 mg 
Subst.: 0,498 cem N, (21°, 733 mg Hg). 
C,H,N,0,PCa-1H,O Ber. C 19,26 H 3,24 N 16,861) P 12,45 

Gef. ,, 19,33 » 85 8 4 Ot, 188. 


Kreatinin-phosphorsaures Natrium. 2,3512 g Bariumsalz wurden in 
einem 500 cem Kolben mit 250 cem H,O versetzt und geschiittelt bis alles 
in Lésung gegangen war. Darauf wurde 0,8639 g (1 Mol) Na,SO, ein- 
getragen, einige Zeit geschiittelt und die Lésung vom BaSO,-Niederschlag 
durch Zentrifugieren befreit. Die Lisung wurde darauf bei etwa 15° im 
Vakuum eingeengt bis auf 20 cem, die leichte Triibung durch Zentrifugieren 
entfernt und die 70 cem Lésung mit etwa dem 4fachen Volumen Alkohol 
(mit NaOH neutralisiert) unter guter Kiihlung versetzt. Das Natriumsalz 
fiel in groben Flocken, die nochmals aus Wasser—Alkohol umkrystallisiert 
wurden. Glinzende, farblose, verfilzte Nadeln. 


3,836 mg Subst. (bei 120° i. Hochy. getr.): 2,620 mg CO,, 1,070 mg 
H,O. — 10,801 mg Subst.: 86,970 mg Ammon.-Phosph.-Molybd. 
C,H,0O,N,PNa,:-1H,O Ber. C 18,82 H 3,16 P 12,16 
Gef. ,, 18,63 » ae » Mp. 


a 


1) Wir muBten feststellen, da8 bei phosphorhaltigen Substanzen (vg). 
auch die folgenden Analysen) die Stickstoffwerte nach Dumas in der Regel 
zu tief ausfallen. Kontrollanalysen, die wir in verschiedenen Laboratorien 
nach Kjeldahl! ausfiihren lieBen, gaben z. T. auch unter sich Abweichungen. 
Diese Verhiiltnisse bediirfen noch der Klirung. 
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Kreatinin - (N*) - phosphorsaéuredianilid. Kreatininphosphorsiure- 
dichlorid wird mit 4 Mol Anilin ohne Lésungsmittel unter Eiskiihlung um- 
gesetzt. Unter starker Erwiirmung erhiirtet die Masse. Sie wird mit Wasser 
aufgenommen und die Lésung, die Anilinchlorhydrat enthalt, durch neues 
Wasser ersetzt. Nach lingerem Stehen und Verreiben mit Wasser wird 
das Ol allmihlich fest und kérnig. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol und Entfirben -mit Tierkohle wird das Anilid in farblosen 
Nadeln erhalten. Schmelzp. 224—226° unter Zers. Ausbeute 66°/). 


4,529 mg Subst.: 9,825 mg CO,, 2,260 mg H,O. — 2,715 mg Subst.: 
0,508 cem Ng (23°, 719 mm Hg). — 2,61 mg Subst.: 0,230 mg (colorimetrisch). 
C,,H,.N;0,P Ber. C 55,94 H529 N 20,41 P 9,04 

Gef. ,, 55,87 ,, 5,58 ,, 20,41 ,, 8,80. 


3-Methyl-kreatinin-(N*)-phosphorsaure-dianilid. 8 g Kreatinin- 
phosphorsiiuredianilid wurden in 15 ccm 40°%,iger KOH gelést und 5 g 
Dimethylsulfat hinzugegeben. Unter kraftigem Schiitteln setzte die Reaktion 
unter Erwiirmung ein, und der Methylkorper fiel feinkrystallisiert aus. Zur 
Reinigung muBte mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert werden, woraus 
er nach langsamem Verdunsten in farblosen Prismen auskrystallisierte. 
68°, Ausbeute an Rohprodukt, in Alkohol leicht, in Wasser und Ather 
schwer léslich. Schmelzp. 176—177°. 


3,919 mg Subst.: 23,310 mg Phosph.-Ammon.-Molybd. — 4,309 mg 
Subst.: 9,020 mg CO,, 2,330 mg H,O. — 38,004 mg Subst.: 0,494 cem N, 
25°, 771 mg Hg). 

C17 Hep O2N,P Ber. C 57,11 H 5,64 N 19,61 P 8,68 

Gef. ,, 57,15 , 605 ,, 19,15 ,, 8,64. 


5-(p-Oxybenzal)-kreatinin-(N*)-phosphorsaure-dianilid. 200 mg Di- 
anilid wurden mit 71 mg p-Oxybenzaldehyd unter Zusatz von 2 ecm Pyridin 
und 3 Tropfen Piperidin als Katalysator 1'/, Stunden auf dem Wasserbad 
erwirmt. Die Lésung firbte sich allmihlich tief orange. Es wurden 7 ccm 
heiBes Wasser zugefiigt, worauf sich ein gelbes Ol abschied. Nach Zugabe 
von einigen Tropfen Eisessig wurde auf dem Wasserbad erwiirmt, bis das 
Ol fest geworden war und beim Zerreiben zerfiel. Es wurde vom Nieder- 
schlag abfiltriert und dieser aus Alkohol—Petrolither umkrystallisiert. Kleine, 
gelb gefiirbte Nadeln, Schmelzp. 205°. 


4,827 mg Subst.: 10,935 mg CO,, 2,190 mg H,O. — 2,490 mg Subst.: 
(1,350 eem N, (23°, 733 mm Hg). 
C.3;H.»N;0,P Ber. C 61,73 H 4,96 N 15,66 
Gef. ,, 61,78 9» 9,09 » 15,63. 


5-(p-Methoxy-benzal)-kreatinin-(N*)-phosphorsadure-dianilid. 1 ¢ 
Dianilid wurde in 5cem trocknem Pyridin gelést, 400 mg Anisaldehyd 
(1 Mol) und 8 bis 4 Tropfen Diithylamin hinzugefiigt und das Gemisch im 
Rohr auf 100° 20 Stunden erhitzt. Die orangerote Lésung wurde im Vakuum 
eingeengt bis zur dligen Konsistenz und der Riickstand mit Wasser ver- 
tieben unter Ansiuern mit einigen Tropfen verdiinnter HCl. Die fest- 
gewordene Masse wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Es konnte ein ein- 
heitliches Produkt in geringer Menge als gelbgriine Prismen gefabt werden. 
Schmelzp. 195°. 
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4,888 mg Subst.: 11,210 mg CO,. 2,340 mg H,O. —- 2,779 mg Subst. 
0,370 cem N, (25,5°, 748 mm Hg). 
C,,H,,N;0,P Ber. C 62,48 H524 N 15,18 
Gef. ,, 62,55 ,, 5,86 ,, 14,98. 


Kreatinin-(N*)-phosphorsaure-diphenylester. A. 610 mg Kreatiuin. 
phosphorsiure- -dichlorid (rein) wurden zu einer Lésung von 510 mg Phenol 
(2 Mol) in 1 ccm Wasser hinzugefiigt und mit einer konzentrierten Lésung 
von 500 mg NaOH (4 Mol) versetzt. Die Reaktion setzte diuBerst heftig ein. 
Die fast klare Lésung wurde mit verdiinnter HCl neutralisiert, worauf 
sich ein gelbliches Ol abschied, das nach mehrstiindigem Stehen kry. 
stallinisch erstarrte. Das Krystallisat wurde aus Alkohol und Wasser 
umkrystallisiert, woraus es in farblosen gliinzenden Schuppen erhalten 
wurde. Schmelzp. 125—126°. Identisch mit dem nach B dargestellten 
Diphenylester. 

B. Die Synthese des Kreatininphosphorsiure-diphenylesters nach 
Ing') durch Kochen von Kreatinin und Diphenoxyphosphorylehlorid in 
Aceton gelang nicht; es bildete sich stets das Phosphat vom Schmelzp. 157°. 
In nicht sehr guter Ausbeute gelang aber die Synthese beim Arbeiten in 
trockenem Pyridin: 11,56 g Kreatinin wurden zu einer Lésung von 27,4 g 
(1 Mol) Diphenoxyphosphorylchlorid in etwa 50 cem Pyridin gegeben und 
8 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Es blieb ein gelbgefirbter Riickstand 
in der sich dunkelbraun firbenden Lisung. Das abfiltrierte Kreatinin- 
chlorhydrat wurde mit Pyridin griindlich ausgewaschen und das Filtrat 
weitgehend im Vakuum eingeengt. Der dlige Riickstand wurde mit Wasser 
versetzt, wobei sich momentan ein dicker Krystallbrei abschied. Die 
schuppenférmigen Krystalle wurden mit Wasser griindlich ausgewaschen 
und 2mal aus Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 8,6 g (25°/,). Schmelz 
punkt 126° 


3-Methyl-kreatinin-(N*)-phosphorsaure-diphenylester. 3,4 g Krea- 
tininphosphorsiure-diphenylester wurden in konzentrierter Lauge (0,55 g KOH) 
gelést und 1,12 g Dimethylsulfat eingetragen. Beim heftigen Schiitteln 
erwirmte sich das Gemisch stark unter Gelbfiirbung. Es fiel ein fein- 
krystalliner Niederschlag aus. Darauf wurde mit etwas Wasser verdiinnt 
und 8 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Die waBrige Lésung 
reagierte kongosauer. Aus Alkohol umkrystallisiert wurden 3,3 g des 
Methylkérpers isoliert (87°/) Ausbeute). Schmelzp. 68° Leicht léslich in 
Alkohol, schwer in Wasser und Ather. 


4,835 mg Subst.: 10,041 mg CO,, 2,239 mg H,O. — 0,362 mg Subst.: 
0,363 ecm N, (24°, 748 mm Hg). — 3,674 mg Subst.: 22,555 mg Phosph.- 
Ammon.-Molybd. 

C,,H,,0,N,P Ber. C 56,80 H 5,05 N 11,70 P 8,64 

Gef. ,, 56,64 ,, 518 ,, 10,97 ,, 8,92. 


Oxim des 3-Methyl-kreatinin-(N*)-phosphorsdure-diphenylesters. 
Zu einer Lésung von 1 g Methyl- kreatininphosphorsdure-diphenylester in 
2 ccm a wurden 2 ccm Amylnitrit hinzugefiigt, und in der Kite 


') J. of Chem. Soe. (London) 1932, 2054. 
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eine kaltgesittigte Losung von Salzsiiure in Kisessig hinzutropfen gelassen. 
Die urspriinglich gelbe Lésung nahm dabei eine orangerote Firbung an. 
Das Gemisch wurde iiber Nacht stehen gelassen. Nachdem der Eisessig 
und das tiberschiissige Amylnitrit im Vakuum abdestilliert war, wurde der 
jlige Riickstand mit Wasser versetzt, wobei Triibung, aber keine Fiillung 
eintrat. Erst bei Zugabe von Alkali krystallisierte das Ol sofort durch. 
Die abfiltrierten Krystalle wurden aus Wasser—Alkohol umkrystallisiert. 
Ausbeute 620 mg (57,5°/,). Die Substanz sintert bei 178° und schmilzt 
bei 183°. 


4,505 mg Subst.: 8,715 mg CO,, 1,820 mg H,O. — 4,734 mg Subst.: 
0,593 cem Ny, (20°. 715 mm Hg). — 8,330 mg Subsi.: 45,950 mg Phosph.- 


Ammon.-Molybd. 
C,,H,,0,N,P Ber. C 52,05 HH 4,41 N 14.43 P 7,99 
Gef. ,, 52,76 ,, 4,52 , 13,78 ,, 8,01. 


Verseifung des Oxims zu Dimethylparabansaure. 470 mg Oxiin 
wurden in 250 eem HCl (1:1) in der Hitze im Verlauf von 10 Minuten 
gelist. Bei lingerem Stehen in Eis—Kochsalzlésung fiel Diphenylphosphor- 
siiure in farblosen Blittchen aus, die durch Mischschmelzpunkt identifiziert 
wurde. (58°/, Ausbeute). Das salzsaure Filtrat wurde im Vakuum bis zur 
Trockne eingeengt, der Riickstand, um die Salzsiiure zu entfernen, noch- 
mals mit Wasser aufgenommen, eingeengt, darauf mit Alkohol dasselbe 
wiederholt. Der getrocknete Riickstand wurde der Sublimation unterworfen. 
Kis sublimierten Krystalle in Form farbloser Blittchen, die mit Dimethy]l- 
parabansiure keine Schmelzpunktsdepression ergaben. Schmelzp. 148°. 
Ausbeute 20°). 


2,474 mg Subst.: 3,865 mg CO,, 0,940 mg H,O. 


C,H,O,N, Ber. C 42,24 ‘Il 4,26 
Gef. ,, 42,61 4,25 


1,3-Dimethyl-hydantoin-(5)-oxim. 1,5 g des nach Korndérfer') 
dargestellten Methylkreatininhydrochlorids wurden in wenig Wasser gelist, 
3g konzentrierte HCl dazugegeben und in die stark gekiihlte Lésung 
nach und nach 6 g Natriumnitrit eingetragen. Es fiel allmihlich ein gelber 
Niederschlag aus, der nach lingerem Stehen abfiltriert und aus Alkohol 
umkrystallisiert wurde. Unléslich in Wasser, maBig léslich in Alkohol. 
Schmelzp. 2830—233°. 

4,967 mg Subst.: 6,958 mg CO,, 2,006 mg H,Q. — 1,670 mg Subst.: 
0,404 eem N, (20°, 720 mm Hg). 


'H,O,N, Ber. C 38,21 H 4,49  N 26,76 
Gef. ,, 88,21 ,, 4,52 4, 26,70. 


3-Methyl-kreatinin-(5)-oxim-hydrochlorid. 4,01 g Methylkreatinin- 
chlorhydrat wurden in wenig Wasser gelést, 2,5 g konzentrierte HCl 
hinzugefiigt, gekiihlt, und in die Lésung 2,55 g (1,5 Mol) gesittigte Natrium- 
nitritlésung langsam eintropfen und iiber Nacht stehen gelassen. Die 


') Arch. Pharmaz. 242, 641 (1909). 
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klare, gelbgefiirbte Lésung wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand 
mit Alkohol aufgenommen, vom NaC! abfiltriert und das Filtrat eingeengt. 
Beim Reiben krystallisierte das Ol. Die Krystalle wurden aus absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Leicht léslich in Alkohol und Wasser, schwer 
léslich in Ather. Schmelzp. 128—130°. 

3,846 mg Subst. (i. Hochv. bei 60° konstant getr.): 1,030 cem N,, 
(23°, 717 mm Hg). 

C,H,N,O,Cl Ber. N 29,10 Gef. N 29,14. 

Verseifung des Oxims. 0,7 g Dimethylhydantion-oxim wurden iy 
der Siedehitze in 20 cem HCl (1:1) geliést, die Lésung abgekiihlt und im 
Vakuum bis zur Trockne eingedampft. Der krystalline Riickstand wurde 
in Wasser gelést, erneut eingeengt, wobei farblose Blittchen auskrystalli- 
sierten. Schmelzp. 149° (keine Schmelzpunktsdepression mit Dimethy!] 
parabansiiure). Ausbeute 66°/). 


Methylierung des Kreatinins nach Cornthwaite’). Trennung der 
Verbindungen a und b durch fraktionierte Krystallisation aus Alkohol: 


a) Saures 8-Methylkreatininsulfat. Schmelzp. 111—112°. 
4,382 mg Subst. (lufttrock.): 3,985 mg CO,, 2,180 mg H,0. 


C,H,,N,0,8 « 1H,O (243,17) Ber. C 24,67 H 5,35 
Gef. ,, 24,86  ,, 5,57. 


Titration mit 0,091 n-NaOH gegen Methylrot. 
Ber. 1,96 cem NaOH. 
43,4 mg Subst.: Laugenverbrauch 1,95 cem NaOH. 


b) 3-Methylkreatinin-monomethylsulfat. Schmelzp. 145—147'. 
3,182 mg Subst.: 3,010 mg Agu. 
C,H,,0;N,8 (239,18) Ber. OCH, 12,98  Gef. OCH, 12,50. 


Reversible Ringoffnung am Methylkreatinin. Um einen Anhalt: 
punkt iiber das AusmaB der Ringétfnung bei der Behandlung von Methy|- 
kreatinin mit Soda zu bekommen, wurden 15 mg des sauren Methy! 
kreatininsulfates mit 10 mg Soda in 1 com Wasser auf dem Wasserbad ein 
geengt. Die colorimetrische Bestimmung der noch vorhandenen Ring 
verbindung nach Jaffé-Folin (15 mg Subst.: 5 cem 2n-NaOH, 7,5 cem 
gesittigte Pikrinsiurelésung, aufgefiillt auf 250 cem) ergab 47°/) des Aus 
gangsmaterials. Nachfolgende Salzsiiurebehandlung auf dem Wasserbad 
fihrte wieder praktisch vdolligen RingschluB herbei, was colorimetrisch 
kontrolliert wurde. Wurde die Sodabehandlung in gréferem Volumen 
vorgenommen, d.h. die zum Abdampfen nétige Zeit verlingert, was fiir 
den von Cornthwaite beniitzten VersuchsmaBstab zutrifft, so wurden nur 
25°/, der Ringverbindung nach der Sodabehandlung wiedergefunden. 


1) J. Amer. Chem. Soc. 59, 1616 (1937). 






































jure, 


tand 


richten Diebold und Jiihling in einer demniichst erscheinenden 
Arbeit. Sie stellten fest, daB Fibrinogenlésungen bei tiefer 
' ‘Temperatur (etwa 4°) durch héhere Harnstoffkonzentrationen 
der ' nicht oder nur langsam denaturiert werden, eine Tatsache, die 
| auch schon Meissner und WoOhlisch!) erwihnen. Kine solche 
Fibrinogenlésung kann durch Zusatz von Harnstoff monatelang 
haltbar gemacht werden. In Anlehnung an diese Befunde habe 
ich auch Oxalatplasma bei 4” mit Harnstoff behandelt, in Er- 
wartung einer Konservierung des darin enthaltenen Fibrinogens. 
Ks zeigte sich aber, daB ein Zusatz von Harnstoft zum Plasma 
in héherer Konzentration das Fibrinogen seiner charakteristischen 
_ Eigenschaften beraubt. Nach der Herausdialyse des Harnstoffs 
7 (ist das Fibrinogen im Plasma nicht mehr nachweisbar. Heim?) 

fand, da8 Harnstoff auf Plasma iberhaupt nicht einwirkt, was 
wohl durch eine zu kurze Einwirkungszeit zu erkliren ist. Die 
Umwandlung des Fibrinogens geschieht nicht sofort, sondern erst 


ngt. a 
ten Blutplasma und Harnstoff. 
wer Fi Von 
7 Walter Diebold. 
Ns, ; (Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 
3 (Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
1 in g (Der Schriftleitung zugegangen am 24, Dezember 1937.) 
| im - eee 
inde Uber die Einwirkung des Harnstofis auf Fibrinogen be- 


Its im Verlaufe einiger 'l'age. Ks verschwindet dabei der fiir Fibrino- 
yf gen charakteristische Hitzekoagulationspunkt von 53-—54°, und 
ch _ das Plasma triibt sich erst bei einer Temperatur von 70—75°, 
ng / um bei 79° auszuflocken. Ferner ist das Fibrinogen nicht mehr 
en (® durch Halbsittigung mit NaCl fallbar und gerinnt auch nicht 
ve ' mehr bei Zugabe von Thrombin. Setzt man einem solchen 
a P 


Harnstoff-Plasma durch Halbsittigung mit Kochsalz gewonnenes 
Fibrinogen zu, so unterliegt dieses ebenfalls der Umwandlung. 
fir (— Quantitative Messungen ergaben dabei, daB durch Behandlung 
ur | mit Harnstoff der hitzekoagulable Anteil der EiweiBkérper im 

| Plasma nicht verringert wird, ein weitgehender Abbau des Fibrino- 
gens also nicht stattgefunden haben kann. Versuche mit 
»kiinstlichem Plasma“, das durch Mischen von harnstoffhaltigem 
Serum mit harnstoffhaltigen Fibrinogenlésungen hergestellt war, 


ergaben nicht die gleichen Resultate. Das Fibrinogen wurde in 
g * 
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diesen Versuchen nicht veriindert und gerann nach der Ent. 
fernung des Harnstoifs durch Dialyse gewohnlich unter der Ein- 
wirkung des im Serum vorhandenen Thrombins. Wenn man 
ein Oxalatplasma zuerst durch Halbsittigung mit NaCl voy 
Fibrinogen befreit und sodann, nach Entfernung des Kochsalz. 
itiberschusses durch Dialyse, mit Fibrinogen und Harnstoff ver- 
setzt, so wird das Fibrinogen nicht angegriffen und kann nacl 
Entfernung des Harnstoffs stets nachgewiesen werden. Bekannt- 
lich sind Oxalatplasmen bisweilen von vornherein thrombinhaltig, 
Wird ein derartiges Plasma liingere Zeit mit Harnstoff behandelt 
und nach Schwinden seines Fibrinogens und Entfernung des 
Harnstofis mit Fibrinogen versetzt, so kann es zu einer Gerin- 
nung kommen. Die dabei entstehenden Gerinnsel sind aber nur 
relativ kurze Zeit bestiindig und verfallen alsbald der Auflésung 
(Fibrinolyse). Versetzt man ein Fibringerinnsel mit dialysiertem 
Harnstoffplasma, so wird es auch alsbald aufgelést, wihrend Ori- 
ginal-Oxalatplasma die Fibrinolyse bekanntlich vollkommen hemnt. 

Wir kennen aus der Literatur eine Reihe von Fillen, in 
denen das Fibrinogen aus dem Blut verschwindet. Und zwar 
konnte als einer der ersten Morawitz*) im Leichenblut plétzlich 
Verstorbener das Fehlen von Fibrinogen feststellen, ebenso in 
neueren Untersuchungen Vogel“) u.a. Morawitz hat das Ver- 
schwinden von Fibrinogen im Leichenblut ,,Fibrinogenolyse“ ge- 
nannt in Anlehnung an den Vorgang der ,,Fibrinolyse*. Diese 
Fibrinolyse wird von Schmitz®) als tryptischer Abbau des Fibrins 
gedeutet. wobei auch eine Vermehrung des Rest-N nachgewieseu 
werden kann. Keim Verschwinden des Fibrinogens in harnstofi- 
haltigem Plasma und wohl auch im Leichenblut handelt es sich 
nach meinen Befunden nicht um einen weitgehenden hydro- 
lytischen Abbau. Vielmehr wird das Fibrinogen in beiden Fillen 
in einen EiweiBkérper mit Globulin-Eigenschaften umgewandelt. 
der aber mit Thrombin nicht mehr gerinnt. Ein Vergleich der 
Kigenschaften ungerinnbaren Leichenplasmas plotzlich Verstorbener, 
in dem kein Fibrinogen mehr vorhanden ist, mit Harnstoff-be- 
handeltem Oxalatplasma zeigt eine iiberraschende Analogie in 
vieler Hinsicht. 

Literatur. 
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Respiratorischer Stoffwechsel und Ketonbildung der Leber. 
Von 


N. Blixenkrone- Meller. 


(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


- 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1938.) 


Bei Diabetes, Hunger, Kohlenhydratunterernihrung und unter anderen 

Bedingungen werden im Blut Ketonkoérper (§-Oxybuttersiiure, Acetessigsiiure 
und Aceton) angehiuft und mit dem Urin ausgeschieden. Line Zeitlang 
wurde der Darmkanal als die Bildungastitte fiir diese Ketonkérper angesehen. 
Als man aber nachgewiesen hatte, da8 der Darm im Coma diabeticum eine 
besonders geringe Menge Ketonkérper enthielt, muBte man diese Auffassung 
verlassen. Satta (1905) duBerte ohne nihere Angaben, daB man besonders 
an Driisenorgane denken miiBte. Erst Embden und Mitarbeiter haben aber 
nachgewiesen, daB die Leber die Hauptbildungsstitte der Ketonkérper ist. 
Embden und Almagia (1905) fanden, da8 die mit Ochsenblut durchstrémte 
Hundeleber jodoformbildende Stoffe in das Blut abgab, die spiiter als Aceton 
und besonders Acetessigsiure identifiziert wurden, [Embden und Kalberlah 
(1906), Embden und Engel (1908)]. Der Nachweis der $-Oxybuttersiiure 
gelang erst spiter [Friedmann und Maase (1910), Dakin (1923)]; aber 
man vermutete, daB die Ketonbildung iiber diesen Stoff erfolgte (Embden 
und Friedmann). Embden und Mitarbeiter (Salomon, Schmidt, Marx, 
Sachs, Oppenheimer, Ohta, Friedmann (1906—13)] untersuchten ins- 
besondere die Steigerung der Ketonkérperbildung durch verschiedene, dem 
Perfusionsblut zugesetzte Stoffe. Nach Zugabe von Fettsiuren mit gerader 
Anzahl C-Atomen von C,—C,,, von gewissen Aminosiuren (Leucin, Tyrosin, 
Phenylalanin), sowie von anderen, teilweise verwandten Stoffen (Leucinsiure, 
Isoamylamin, Isovaleraldehyd, Crotonsiure, Brenztraubensiure u. a.) steigt 
die Ketonkérperbildung stark an. Embden und Lattes (1908) haben weiter- 
hin gefunden, daB die Leber von pankreatektomierten oder phlorrhizinver- 
gifteten Hunden eine wesentlich gréBere Ketonbildung hat als die Leber 
des normalen Tieres. Die glykogenreiche Leber zeigt nach Versuchen von 
Embden und Wirth (1910) eine geringere Diacetbildung als die glykogen- 
arme. Aus Essigsiure und Acetaldehyd ist eine synthetische Ketonbildung 
méglich [Friedmann (1908—13), Loeb (1912)]. 

Zahlreiche spitere Untersuchungen haben die Ergebnisse von Embden 
sowohl in Versuchen an der perfundierten Leber [Dakin (1923), Raper 
und Smith (1926), Burn und Marks (1926), Jost (1931)] als auch an Ge- 
webeschnitten mit manometrischer Messung [Quastel und Wheatley (1938, 
1935), Annau (19384), Monguio (1934), Jowett und Quastel (1935), 
Edson (1935, 1936), Edson und Leloir(1936)] bestatigt. Die fettreiche Leber 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 9 








118 N. Blixenkrone-Meller, 


bildet nach Untersuchungen von Raper und Smith (1926) gréBere Keton. 
mengen; Fettsdiuren mit C-Atomen in ungerader Anzahl bedingen auch 
eine méaBige Steigerung der Ketonbildung [Jowett und Quastel (1935)), 
Durch direkte Analyse des Blutes der V. portae und V. hepatica [Him wich, 
Goldfarb und Weller (1931)] konnte die Ketonbildung in der Leber yon 
pankreatektomierten oder phlorrhizinvergifteten Hunden nachgewiesen werden, 
Chaikoff und Soskin (1928—1929) fanden, daB als Natriumsalz injizierte 
Acetessigsiure schneller aus dem Blute normaler Hunde als aus dem Blut 
von pankreatektomierten Hunden verschwindet; dieser Unterschied ist nach 
Ausschaltung der Leber nicht mehr vorhanden. Die Untersucher schlossen 
hieraus auf eine recht erhebliche Ketonbildung in der Leber des pankrea- 
tektomierten Hundes. 


Es ist nicht mit Sicherheit gelungen, auBer der Leber andere Quellen 
fiir die Bildung der Ketonkérper zu finden. Embden und Kalberlah 
(1906) fanden weder in den Muskeln, noch im Lungen- oder Nierengewebe 
eine Ketonbildung. Fischler und K ossow (1913) zeigten, daB die Keton- 
ausscheidung bei Hunden mit Eckscher Fistel und unterbundener V. portae 
nach Phlorrhizinvergiftung nicht erhéht wird, und sahen daher die Leber 
als Hauptstiitte fiir die Ketonkérperbildung an. Snapper, Griinbaum 
und Neuberg (1926) konnten in der mit Buttersiure perfundierten Niere 
und in der perfundierten Katzenlunge keine Ketonkérperbildung feststellen. 
Goldfarb und Himwich (1933) fanden hingegen bei direkter Analyse des 
Blutes aus den Arterien und Venen der Organe in einigen Fallen bei dia- 
betischen Hunden eine Ketonbildung in Muskel und Portaorganen. 1937 
zeigten Krebs und Johnson, da8 Brenztraubensiure und Essigsiure in 
verschiedenen Geweben, besonders im Muskelgewebe, unter Bildung von 
8-Oxybuttersiure und CO, reagieren kénnen, so daB 6-Oxybuttersiure als 
Intermediirprodukt bei dem Abbau der Kohlenhydrate auftritt. 


Man mu8 daher annehmen, daf die Ketonkérper ausschlieb- 
lich oder vorwiegend in der Leber als Abbauprodukt von Fett- 
siuren und einzelnen Aminosiéuren gebildet werden. Der weitere 
Abbau der Ketone kann kaum in der Leber stattfinden, sondern 
lauft im wesentlichen in der Muskulatur und in den Nieren ab. 


Als wesentliche Ursache fiir die Anhiufung von Ketonkérpern 
beim Pankreasdiabetes, Phlorrhizinvergiftung,Kohlenhydratinanition 
und unter anderen Bedingungen wird eine gesteigerte Bildung 
von Ketonkérper in der Leber angenommen, wihrend der Abbau 
im allgemeinen als unverindert gilt. Herabgesetzte oder aus- 
fallende Kohlenhydratverbrennung ist eine gemeinsame Voraus- 
setzung fiir viele der Zustiinde unter denen Ketonurie gefunden 
wird. 


Die Bedeutung der Kohlenhydrate fiir den Abbau der Ketone hat man 
auch schon frihzeitig erkannt, aber es gelang nicht, den Mechanismus ihres 
Eingreifens aufzukliren. Hirschfeld (1895) hat zuerst die Theorie auf- 
gestellt, daB Ketonkérper nur dann auftreten, wenn zu wenig Kohlenhydrate 
verbrannt werden. Geelmuyden (1904) nahm eine Synthese zwischen 
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eton- Kohlenhydratabbauprodukten und den Ketonkérpern an, was eine Voraus- 
auch ‘setzung fiir den weiteren Abbau sein sollte. Rosenfeld (1906) betrachtete 
935), | die Kohlenhydrate als Katalysatoren fiir die Fettverbrennung. Auch 
h & Woodyatt (1910—1916) rechnete mit einer Reaktion zwischen Kohlen- 
hydratabbauprodukten und Ketonen. Shaffer(1921) kam auf Grund seiner 




































Vvich, 


Kg in vitro Versuche zu der gleichen Auffassung. 
re Nach einer anderen Theorie beruht die antiketogene Wirkung 
we der Kohlenhydrate darauf, daB diese als leicht brennbares Material 
ossen eine isodyname Menge Fett sparen und daher die Ketonbildung 
krea- geringer wird [v. Firth (1913), Raperu. Smith (1926), Steppuhn 
(1930)]. Beim diabetischen Tier verliert die Leber die Fahigkeit 
ellen das Glykogen zu speichern und die Glykogenarmut bedingt einen 
i. gesteigerten Fetttransport von der Peripherie zur Leber. Diese 
en Umstellung der Leber auf vorwiegenden Fettumsatz verursacht ' 
ortae §f die erhéhte Ketonbildung. Dasselbe ist der Fall wenn die Leber 
eber aus anderen Griinden glykogenarm oder fettreich ist. Shaffer 
sa __ betont, daB die antiketogene Wirkung der Kohlenhydrate jeden- 
len, | falls weit gréBer ist als nur der Ersparnis einer isodynamischen 
» des _ Fettmenge beim Stoffwechsel entsprechen wiirde; wenn die Kohlen- 
die — hydratverbrennung nur etwa 10°/, des Stoffwechsels betrigt, wird 
1937 die Entstehung einer Ketonurie vermieden. 
ote Kine andere Deutung der Beziehung von Ketonkérpern und 
> als Kohlenhydraten hat Minkowski(1893, 1906) zuerst vorgeschlagen, 
wonach die Ketonkérper ein normal vorkommendes Zwischen- 
ieB- produkt bei der Umwandlung von Fett und Eiweifstoffen zu Zucker 
‘ett. sein sollen. Eine Unterbauung dieser Theorie mit sicheren Be- 
tere weisen ist nicht gelungen. 
lern f Die Hypothese wurde von Geelmuyden (1911, 1923) tibernommen 
ab. ff und erweitert. Die gesteigerte Ketonbildung der glykogenarmen Leber be- 
iis ] ruht hiernach darauf, da8 fiir die Bildung von Zucker aus Ketonkérpern 
: | die Anwesenheit von Glykogen notwendig ist. Die Glykogenverbrennung 
tion soll dann die Energie zur Umwandlung der Ketonkérper liefern, oder die 
ung Ketonkérper bilden mit Glykogen bzw. dessen Abbauprodukten eine chemische 
bau Verbindung bevor die Umwandlung vor sich gehen kann. Diese Anschau- 
us- ung wurde von zahlreichen Forschern angenommen [Macleod (1926), 
laws, v. Noorden und Isaac (1927), Soskin (1930), Ring (1934)}. Man nimmt 


. an, daB Insulin die Umwandlung von Fett- und EiweiBstoffen zu Kohlen- 
den ’ hydraten hemmt, gleichgiltig ob die Wirkung unmittelbar oder nur indirekt 

iiber eine Vermehrung des Leberglykogens erfolgt. Beim Diabetes, wo 
Insulin fehlt, wird die Fahigkeit der Leber, das Glykogen zu speichern, 


7 herabgesetzt, und die Umwandlung von Fett- und Eiwei8stoffen zu Kohlen- 
auf- hydraten ist gesteigert. Dann tritt auch eine erhéhte Bildung der Zwischen- 
fate produkte, d. h. der Ketonkérper auf. Die Glykogenarmut der Leber bedingt 
Rie aber, daB die weitere Umwandlung zu Kohlenhydraten verzégert wird. 


g* 
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Trotz einer normal ablaufenden Zuckerverbrennung steigt daher der Zucker. 
und Ketongehalt des Blutes. Der niedrige RQ. bei Diabetes beruht also 
nicht auf einer herabgesetzten Kohlenhydratverbrennung, sondern auf einer 
gesteigerten Zuckerbildung aus Fett und Protein. Wenn Insulin den RQ. 
erhéht, so geschieht dies tiber eine Hemmung der Gluconeogenese. Lauf- 
berger (1924) betrachtet die Ketonkérper nicht als eigentliches Zwischen- 
produkt, sondern als ein Nebenprodukt bei der Gluconeogenese. 


Der Hauptteil der Ketonkérper wird, wie erwahnt, beim Ab- 
bau der Fettsiuren gebildet. 


Auf Grund von Knoops (1904) Fiitterungsversuchen mit phenylsub- 
stituierten Fettsiuren und von Embdens Perfusionsversuchen (1906 ff) 
nimmt man bekanntlich an, daB der Abbau der Fettsiiuren durch eine 
8-Oxydation von der Carboxylseite aus vor sich geht, wodurch Essigsiiure 
und Fettsiiure mit 2 C-Atomen weniger gebildet wird. Das Endprodukt der 
Siuren mit paariger Anzahl von Kohlenstoffatomen wird §-Oxybuttersiure sein, 
wihrend aus den Siuren mit ungerader Anzahl C-Atomen Propionsiiure 
entsteht. Von jedem Molekiil der gewéhnlich vorkommenden Fettsiuren sollte 
1 Mol §-Oxybuttersiure gebildet werden. Eine Stiitze dieser Auffassung 
fand Embden darin, daB aus Dekansiiure nur halb so viel Acetessigsiure 
gebildet wird wie aus der gleichen Menge buttersiure. Da aber die ent- 
stehende 6-Oxybuttersiure nicht bestimmt wurde, miissen diese Beobachtungen 
mit Zuriickhaltung beurteilt werden. Dakin (1908) zeigte das Auftreten 
einer §-Oxydation der Buttersiiure in vitro mittels Wasserstoffsuperoxyd. 
Shaffer nimmt ebenfalls die Bildung von 1 Mol Ketonkérper aus jedem 
Fettsiuremolekiil an. Friedmann (1913) fand, daB Essigsiureperfusion durch 
eine glykogenarme Leber die Ketonbildung erheblich steigert. Der Ver- 
fasser schlieBt hieraus, daB der Abbau der Fettsiuren nicht iiber die 6-Oxy- 
dation gehen kann, da hierbei dauernd Essigsiure auch aus Gliedern mit 
ungerader Anzahl von Kohlenstoffatomen entstehen miBte, so daB diese 
Siiuren auch Ketonkérper bilden wiirden. Hierdurch wiirde man Keton- 
kérper aus dem ganzen Molekiil der Fettsiiuren erhalten kénnen. Gegen 
diese SchluBfolgerung hat man eingewendet, daB keine Sicherheit fiir das 
Vorkommen der Essigsiiure in freier Form im Organismus besteht, daB die 
Essigsiure vielleicht an andere Molekiilgruppen gebunden ist, wodurch sie 
anders wirkt als freies Acetat. 

Hurtley (1916) halt es fiir unwahrscheinlich, daB in der Fettsiure 
nur ein einzelnes Kohlenstoffatom angegriffen wird und weist darauf hin, 
daB die Zwischenstufen im Organismus niemals nachgewiesen worden sind 
(Ci, —C,g—C,) usw.). Er glaubt, da die Siure lings der Kohlenstoffkette 
an verschiedenen Stellen angegriffen wird (multiple Oxydation), und in 
mehrere, kleinere Ketten zerfallt. Butts (1935) findet in Fiitterungsversuchen 
an Ratten, daB die Caprylsdiure (mit 8 C-Atomen) doppelt so groBe Keton- 
ausscheidung bedingt wie Buttersiiure und nimmt an, daB diese in 2 Mol. 
6-Oxybuttersiure zerfillt. Allerdings kann man von der Ausscheidung 
im Urin keine sicheren Schliisse auf die GréBe der gebildeten Menge ziehen. 
Auch Jowett (1935) ist Gegner der §-Oxydation, denn er kann bei Vergleich 
von spontaner Ketonbildung (Manometertechnik) und O,-Verbrauch der Ratten- 
leber die gebildete Ketonkérpermenge nicht erkliren, ohne anzunehmen, dab 
jedes Molekiil Fettsiiure mehrere Molekiile Diacet gebildet hat. Hierzu kommt 
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noch, daB die Ketonbildung gréB8er ist als bei dieser Methodik bestimmt wird, 
da auch f-Oxybuttersiure gebildet wird. Bei Bestimmung der gesamten Keton- 
bildung findet er, daB die héheren Siuren gréBere Mengen Ketonkérper 
pilden als Buttersiure, was auch gegen eine sukzessive Oxydation von 
héheren Stufen aus spricht. 


Da man annimmt, daB der nicht zu Keton umgewandelte 
Teil des Fettsiuremolekils ganz zu CO, und H,O oxydiert wird, 
kénnte man durch Vergleich zwischen Sauerstoffverbrauch der 
Leberund Ketonbildung AufschluB iiber die quantitativen Verhiltnisse 
bei der Bildung der Ketonkérper erwarten. Dies war eine der 
Aufgaben der vorliegenden Untersuchung, die an kiinstlich per- 
fundierten Katzenlebern vorgenommen wurde. 


Die verwendete Technik stammt urspriinglich von Nielsen (1933), 
wurde dann in einer spiteren Untersuchung von Lundsgaard, Nielsen 
und Yrskov (1936) verbessert. Es wird etwa 250 cem defibriniertes und 
mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinntes Blut verwendet (Himatokrit 
20—30°/,), welches von einer anderen Katze genommen wird. Man lit 
das Blut mittels einer Pumpe mit einem Minutenvolumen von 50—60 ccm 
im System kreisen. Das Blut wird in einem Wasserbad bis 38° C erwiirmt. 
Als Oxygenator dient ein 50cm hohes Glas, in dem das Blut einem kon- 
stanten, 150—200 cem pro Minuten betragenden Sauerstoffstrom, der 5°/, 
CO, enthilt, entgegentropft. Das Blut wird hierdurch mit Sauerstoff ge- 
siittigt; die konstante Luftdurchstrémung hilt die CO,-Spannung in den 
Luftblasen einigermaBen konstant. Nach Ablauf von 20 Minuten, nach denen 
man mit einem Gleichgewichtszustand zwischen Blut und Leber rechnen 
kann, wird der Versuch begonnen. Die Versuchszeit betrigt 2 Stunden. 
Vor Beginn des Versuches wird das Leberglykogen in einer einzelnen Probe 
untersucht und beim Schluf zwei oder drei Proben von verschiedenen 
Stellen der Leber genommen und nach der Methode von Pfliger jeweils 
1 g Lebergewebe analysiert. AuBerdem werden der Ketongehalt des Blutes 
(Methode nach van Slyke und Fitz), Sauerstoff und Kohlensiiure (mano- 
metrische Methode nach van Slyke), Blutharnstoff (mach van Slykes 
Ureasemethode), in einigen Versuchen der Milchsiuregehalt (mit der Or- 
skovschen Modifikation der Methode von Fiirth und Charnass) und der 
Gehalt des Blutes an allen dtherléslichen Siiuren (Methode von Orskov) 
3mal im Laufe des Versuches bestimmt. Nach der Methode von Hage- 
dorn-Jensen wird alle zehn Minuten der Blutzucker gemessen. Die Keton- 
kérper der Leber werden zu den gleichen Zeiten wie der Glykogengehalt 
bestimmt (Methode von van Slyke in der Modifikation von Edson). Der 
Ketongehalt in Blut und Leber wird als 6-Oxybuttersiure angegeben. Durch 
Extraktion einer getrockneten Probe mit kochender Ather-Alkoholmischung 
und Ather wird weiter der Fettgehalt der Leber gemessen. 

Zur Bestimmung des O,- und CO,-Gehaltes werden die Blutproben 
aus den Schliuchen, die zur und von der Leber fiihren genommen und die 
iibrigen Blutproben beim Auslauf des vendésen Blutes im Oxygenator. 

Bei Bestimmung der gebildeten Harnstoff- und Glucosemengen wurde 
die gleiche Konzentration dieser Stoffe im Blut- und Lebergewebe angenommen 
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[Burn und Marks (1926)]. Eine evtl. gespeicherte Menge Glykogen ist in 
der Berechnung der totalen Zuckerbildung mitenthalten. Die Menge der 
gebildeten Ketonkérper wird aus dem Anstieg der Konzentration im Blut- 
und Lebergewebe berechnet. Die geringe Menge Ketonkérper (wenige mg’, 
die in den Oxygenatoren verschwindet, wird bei den Berechnungen ver. 
nachlissigt, wohingegen natiirlich beriicksichtigt wird, daB die als Blutproben 
entfernten Blutmengen Zucker, Harnstoff und Ketonkérper enthalten. Bei 
Bestimmung der CO,-Produktion und des RQ. werden Anderungen in der 
CO,- Bindungsfihigkeit der Leber beriicksichtigt. Wenn die Leber Siure 
bildet (6-Oxybuttersiure, Acetessigsiure), wird ein Teil des Blutalkalis ge- 
bunden, die Alkalireserve fillt, was sich in einer Abnahme des CO, im 
arteriellen Blute zeigt. Man kann annehmen, daB parallel hiermit der C0,. 
Gehalt des Lebergewebes fillt; die ausgetriebene Kohlensiure wird an das 
Venenblut abgegeben, und die CO,- Produktion und der RQ. werden zu hoch 
gefunden, Die fiir den RQ. einzufiihrende Korrektion ist aber erst bei 
betrichtlicher Sdéurebildung von Bedeutung. Bei einem Fall des CO,-Ge- 
haltes von 5 Vol.-°/, im Laufe einer Stunde (was etwa der Bildung von 
5 millinormal Siure entspricht) mu8 der RQ. z. B. von 0,50 auf 0,48 korrigiert 
werden. (Hierbei wird mit einem Lebergewicht von 70g und einer un- 
korrigierten CO,-Produktion von 1,40 ccm pro Minute gerechnet.) Dies Bei. 
spiel zeigt, daB, selbst wenn der CO,-Gehalt der Leber nicht genau so 
variiert, wie der des Blutes, die entsprechenden Fehler nur gering sind. 
Die angegebenen RQ.-Werte sind auf diese Weise korrigiert. Eigentlich 
sollte der CO,-Gehalt des Venenblutes einer solchen Korrektion zugrunde 
gelegt werden, aber dies wiirde keine anderen Ergebnisse bedingen. Wegen 
der geringen Anderung ist eine Korrektion fiir den Sauerstoffgehalt nicht 
erforderlich. 


In der kiinstlich perfundierten Leber kann man kaum damit 
rechnen, daB die quantitativen Verhiltnisse mit den im normalen 
Organismus vorhandenen identisch sind. Erstens ist anzunehmen, 
daB der Leberstoffwechsel im Organismus lebhafter ist und zweitens 
kann die Tatsache, daB die gebildeten Stoffe im Perfusionsblut 
bleiben und nicht entfernt werden auf die weitere Bildung solcher 
Stoffe einen EKinfluB haben. AuBerdem kénnte man sich vorstellen, 
daB Kohlenhydrate, die bei der Perfusion in der Leber gespeichert 
werden, unter normalen Verhiltnissen als Glucose an das Blut 
abgegeben werden. 

In Tab. 1 sind die Versuchsergebnisse, die an zehn normalen 
Katzen gewonnen wurden, zusammengestellt. Sowohl das eigentliche 
Versuchstier als auch der Blutspender haben in der Regel 2 Tage 
vor dem Versuche keine Nahrung bekommen. Erst 20 Minuten 
nach Beginn der Perfusion wird die erste und dann in Intervallen 
von einer Stunde 3mal weitere Proben entnommen, d.h. die Ver- 
suchsperiode dauert zwei Stunden. Der Blutzucker wird alle zehn 
Minuten bestimmt. 
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1 ist in Tabelle 1. 
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a Blut. f " Zuwachs 

be mg), Fy ; g- Ver- Keton- |g. Zucker-| Protein- 

= ve. @ Ver-| Fett | Glykogen |iyauch} RQ. bildung] menge | umsatz |D:N 
proben such 4 

. Bei lo “loo ccm mg mg mg 

in der ee , 

Saure Normale Katze. 

lis ge- 

i 59 | 68 |13,7—13,9] 302 | 0,74 | 14 408 183. | 13,9 
bo. 73 | 6,4 | 18,5—? 885 | 0,65 24 ? 383 ? 
hire 44 | 7,9 | 7,0—8,0 | 288 | 0,50 28+ 445 255 | 10,9 
wn das 21 | 5,9 | 2,9—7,0 | 264 | 0,60 69+ 305 114 | 16,7 
1 hoch 39 | 6,8 | 9,0—T7,9 311 0,59 63 159 180 5,5 
st bei 46 | 5,6 | 2,6—3,8 | 322 | 0,66 62 239 306 4,9 
),- Ge- 54 | 62 | 2,7—3,4 | 310 | 0,53 79 195 216 5,7 
ge von 43 | 7,7 | 0,9-2,8 | 302 | 0,52 43 334 312 6,7 
rieiert 1 69 ]11,4 | 1,4-2,8 | 293 | 0,55 | 119+ 245 219 7,0 
‘ly 42 | 9,2 | 1,1-1,7 | 316 | 0,45 | 147 220 207 6,5 

nga Pankreatektomierte Katze. 
80 | 
sind, ; 26 118,3 0,4—0,7 345 0,33 527 280 213 8,2 
atlich — 30 | 9,2 | 0,8—0,9 | 553 | (0,46) | 534 277 872 4,6 
runde | 3=—_ 23: |: 751 :«| -0,8—1,0 | 365 | 0,32 | 325+ 259 258 6,3 
Pewee 28 5,7 0,6—0,5 355 0,30 209 334 390 5,3 
nich t 68 143+ 
+ nach ,,Ketonbildung“ bedeutet, dab der Ketongehalt der Leber nicht 

amit analysiert wurde, so daB die totale Bildung etwas gréBer ist. 
alen | a 
men, | 2 Versuche seien im folgenden genau angegeben. 
tens | Versuch 42. Normale Katze; 48 Stunden Hunger. Leberperfusion. 
blut 120 Minuten. Lebergewicht 82 g. Héimatokrit vom Perfusionsblut 28 °/,. 
cher SS a s  } 
len, ff Leberglykogen .. . ~ + 1,199 > 1,7 /oo + 50mg Glucose 
hert £ CO,-Gehalt des Arterienblutes . . 42,57 — 39,00 — 35,47 
But 0,-Gehalt , . . 14,42 — 14,68 — 15,00 

CO, -Produktion cem/Min. ... +» 1,56—1,19— 1,42. Zus. 161 ccm 

O,-Verbrauch cem/Min. .... . 3,45—2,50—2,07. Zus. 316 ccm 
alen RQ. eae ee ee 0,45 — 0,48 — 0,69 
che §£— Blutketon mg-°/,: 
! Diac. + Aceton. ad , “i ' 
age ? ’ ; Zus. 22,7 — 55,1 — 13,6 
“al B-Oxybutters. . 20,6 —43,3—47,8f “™ ““7' °°” , 
Hon Leberketon tng-°/,. .. +--+. -s 38 —> 96 
a Ketonbildung im Blut 100 mg, in der Leber 47mg. Zus. 147 mg 
s Blutharnstoff mg-9/), . ...... 76—92—102.  Gebildet 69mg 
_ Blutzucker mg-"/, .... ... . 275—315—340. Gebildet 110 mg 


D:N = 220: 33,1 = 6,5. 
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Versuch 44. Normale Katze; 24 Stunden Hunger. Leberperfusion, 
120 Minuten. Lebergewicht 98 g. Himatokrit vom Perfusionsblat 27°. 
1 Stunde vor dem Versuch intravenés 6 g Fructose gegeben, um das Leber- 
glykogen zu vermehren. 


she ee eas. ss TES 

Leberglykogen .. . » + 7,0 Jog > 8,0 Yo + 98mg Glucose 
CO,-Gehalt des Arterienblutes . . 44,15 — 46,58 — 45,15 

O,-Gehalt 7 . . 18,78 — 14,40 — 14,66 
CO,-Produktion cem/Min. ... . 1,62—1,27—1,51. Zus. 170 eem 
O, Merbranth wen ... . . 8,22 —2,16—2,07. Zus. 288 ccm 
RQ. ae » 2 «© « « + 0,50— 0,59 — 0,73 


Blutketon mg-°/): 

Diac. + Acetone 0,0 — 4,3 — 6,5 r 7 

8-Oxybutters. . 7.9 —_ 14,6 — 12,4 a eee 
Leberketon nicht analysiert. 

Ketonbildung im Blut 28 mg. 

Blutharnstoff mg-°9/, ...... . 51—65—78. Gebildet 85 mg 
Blutzucker mg-*/), . . .. . . . . 358—416— 459. Gebildet 347 mg 
D:N = 445: 40,8 = 10,9. 

In einer Reihe von Perfusionsversuchen, die auch an der Leber von 
Katzen nach einer 2 tigigen Hungerperiode zu anderen Zwecken ausgefiihrt 
wurden, ergaben die 20—50 Minuten nach Beginn der Perfusion vor- 
genommenen RQ.-Bestimmungen folgende Werte: 0,42 (Nr. 31) — 0,45 
(Nr. 32) — 0,67 (Nr. 38) — 0,54 (Nr. 39) — 0,50 (Nr. 2) — 0,57 (Nr. 6) — 
0,69 (Nr. 48) — 0,56 (Nr. 49) — 0,56 (Nr. 50) — 0,61 (Nr. 51) — 0,58 
(Nr. 52) — 0,78 (Nr. 53) — 0,53 (Nr. 54) — 0,53 (Nr. 56) — 0,57 (Nr. 57) — 
0,61 (Nr. 60) — 0,66 (Nr. 61, Dauer der Hungerperiode nur 24 Stunden) — 
0,53 (Nr. 68) — 0,51 (Nr. 67). 

Im folgenden sollen die Perfusionsversuche an der Leber von 
pankreatektomierten Katzen behandelt werden. Die Exstirpation 
des Pankreas wird in Athernarkose 2 Tage vor dem Perfusions- 
versuch, nachdem die Katze 2 Tage gehungert hat, ausgefiihrt. 
Am Tage nach der Operation erhilt die Katze etwas Milch- 
wasser. Als Blutspender dient eine normale Katze. 

Die Versuchsresultate sind in Tab. 1 zusammengestellt und 
der Verlauf eines Versuches sei ausfiihrlich angegeben. 


Versuch 26. Pankreatektomierte Katze; Urin ++ Zucker. Leber- 
perfusion. 120 Minuten. Lebergewicht 110 g. Héimatokrit 19 °/,. 


[is aw ew nee se RG 

Leberglykogen ....... - + 0,4 oq > 0,7 Yoo + 833mg Glucose 
CO,-Gehalt des Arterienblutes . . 28,36 — 18,09 — 11,88 

O,-Gehalt _,, . . 10,18 — 10,60 — 11,03 
CO,-Produktion ccm/Min. ... . 1,834—1,18—1,04. Zus. 142 com 
O, Vedat eem/Min. .... . 4,11—2,62—2,16. Zus. 345 ccm 
RQ. ae ae - 2... » 0,383 — 0,45 — 0,48 


Blutmilchsiure Mmol. we ee ss 24—2,0 — 2,3 
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Blutketon mg-°/): 
Diac. + Aceton. 2,0 — 34,7 — 58,1 
é-Oxybutters. . 52,9 — 100,8 — 202,9 


Zus. 54,9 — 135,5 — 261,0 


Leberketon mg-9/,. ..... - +. 11 —> 190 

Ketonbildung im Blut 330 mg, in der Leber 197mg. Zus. 527 mg 
Blutharnstoff mg-°/, . ...... 60 — 73 — 88. Gebildet 71 mg 
Blutwuoker mie */, . . . + se 272 — 328 — 368. Gebildet 247 mg 


D:N = 280: 34,1 = 8,2. 


In einigen Versuchen, wo die Leber von pankreatektomierten Katzen 
zu anderen Zwecken perfundiert wurde, fanden sich 20—30 Minuten nach 
Beginn der Perfusion folgende Werte fiir den RQ.: 0,38 (Versuch 10) — 
0,39 (Versuch 12) — 0,46 (Versuch 13) — 0,21 (Versuch 16, extra fette 
Leber) — 0,44 (Versuch 58). 

Kin sehr auffalliger Befund ist in diesen Versuchen (Tab. 1) 
der besonders bei den pankreatektomierten Tieren beobachtete 
niedrige RQ. Bei den Lebern von 29 normalen Katzen betrug 
der 20 Minuten nach Beginn der Perfusion bestimmte RQ. im 
Durchschnitt 0,57, bei 10 pankreatektomierten Katzen im Mittel 
0,37. Der Sauerstoffverbrauch der Leber ist sehr groB und etwa 
10—15fach héher als in einer entsprechenden Menge Muskel- 
gewebe (Priparat: Durchstrémung der hinteren Extremitiiten) und 
fillt wihrend der Versuchsperiode etwas ab. Bei den Lebern 
von 10 normalen Katzen war der fiir die ganze Versuchsdauer 
berechnete Sauerstoffverbrauch im Mittel 2,52 ccm/Min., bei 
4 Lebern von pankreatektomierten Katzen im Mittel 3,37 ccm/Min. 
Dieser Unterschied hat seine Ursache nicht in verschiedener 
GréBe der Lebern in beiden Gruppen und bleibt auch bei Um- 
rechnung auf ein bestimmtes Lebergewicht bestehen. Im Organis- 
mus hat die Leber wahrscheinlich einen noch héheren Stoff- 
wechsel. Die Bestimmung des O,-Verbrauches unmittelbar nach 
Beginn der Perfusion ergab in einem Versuch einen hdéheren 
Wert als 20 Minuten spiter. Die CO,-Bildung fallt im Verlaufe 
der Perfusion nicht regelmiBig und der RQ. steigt etwas wihrend 
des Versuches. 

Uber den RQ. von Katzenlebern habe ich keine Angaben in 
der Literatur finden kénnen. Jost (1931) fand in der perfundierten 
Hundeleber einen RQ. von etwa 0,8, der bis 1,0 gleichmiBig steigt. 
In der fettreichen Leber war der RQ. etwas niedriger. 

In der perfundierten Kaninchenleber fand ich einen RQ. von 
0,8—1,0. Der Unterschied im RQ. der Leber von Hund und 
Kaninchen gegeniiber dem bei der Katzenleber vorhandenen hangt 
wohl teilweise damit zusammen, daB die Katzenleber nicht, oder 












126 N. Blixenkrone-Meller, 


nur in sehr geringem Grade Glucose verbrennen oder als Glykogen 
speichern kann [Lundsgaard, Nielsen und Orskov (1936)). 
Fructose oder Milchsiure kann die nicht zu fettreiche Katzen- 
leber verbrennen oder als Glykogen speichern. Bei Perfusion 
von Katzenlebern unter Zugabe von Fructose war der RQ. 0,87 
(Versuch 64) — 0,80 (Versuch 62) — 1,07 (Versuch 15) und in 
einer sehr fetten Leber (Versuch 75, 18,8°/, Fett) 0,59. Per- 
fusion unter Zufuhr von Milchsiure ergab einen RQ. von 0,91 
(Versuch 37). 

Der niedrige RQ. der Katzenleber deutet darauf hin, dai 
unvollistindige Oxydationen in gréferem Umfange in der Leber 
ablaufen miissen. Entweder handelt es sich um partielle Ver- 
brennungen von Nahrungsstoffen oder um Umwandlung eines 
Stoffes zu einem sauerstoffreicheren. Von derartigen Prozessen 
sind folgende von besonderer Wichtigkeit: 

I. Bildung ungesittigter Fettsiuren. 

If. Kohlenhydratbildung aus Protein und Fett. 

III. Ketonbildung aus Fettsiuren und einzelnen Aminosiuren. 

I. Das Fett der Leber enthilt mehrere ungesittigte Fett- 
siuren und hat eine gréBere Jodzahl als Muskel- oder Depotfett. 
Dies gilt besonders fiir die Phosphorlipoide, aber auch fir das 
Neutralfett [Cathcart und Cuthbertson (1931), Leathes (1909), 
Leathes und Raper (1925), Bloor (1923—1930), Theis (1928 
bis 1929), Sinclair (1930—1936)], Die Leber neigt also dazu, 
Fettsiuren zu desaturieren. Die Bildung von Doppelbindungen 
ist eine partielle Oxydation, aber deren Bedeutung fiir den Abbau 
der Fettsiuren ist ungewiB. 

In einer Reihe von Versuchen wurde die Jodzahl der Fette 
vor und nach der Perfusion bestimmt. MHierzu brauchte ich die 
Methode von Rosenmund und Kuhnhenns in der von Page 
zur Mikrobestimmung abgeinderten Form. JDer in Kontroll- 
versuchen gefundene Fehler liegt unter 3—4°/, und die in Tab. 2 
angegebenen Unterschiede kénnen als reell betrachtet werden. 
In etwa der Halfte der Versuche ist ein Anstieg der Jodzahl 
vorhanden, aber die zur Desaturierung notwendige Sauerstoffmenge 
ist nur gering und nur in sehr fetten Lebern (Versuch 26) kann 
sie so groB sein, daB ein wesentlicher EinfluB auf die Héhe des 
respiratorischen Quotienten vorhanden ist. Abgesehen von dieser 
sehr fettreichen Leber sprechen die Befunde nicht fir eine 
stirkere desaturierende Wirkung der diabetischen Katzenleber 
als sie die normale Leber hat. 
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Tabelle 2. 
wi Leber- | Jodzahl —‘| 0,-Bedarf zur 
Versuch gewicht Fettgehalt vor und nach Desaturierung 
g WP Perfusion ccm 
Normale Katze. 
29 70 4,9 84,7—82,4 0 
18 51 5,3 44,3—52,7 10 
25 57 5,4 14,5—78,2 0 
21 58 5,9 714,9—16,7 0 
27 70 5,9 61,4—66,8 9 
30 69 6,3 80,8—74,3 0 
Pankreatektomierte Katze. 
26 110 18,3 68,7—76,5 69 
24 57 6,9 89,5—94,1 10 
28 103 5,7 14,4—16,7 0 
Phlorrhizinvergiftete Katze. 
20 90 7,3 65,9—76,3 30 
22 79 6,7 78,9—83,9 12 











II. Die Versuche zeigen, daB in der perfundierten Leber 
eine Kohlenhydratbildung vorhanden ist. Der gebildete Zucker 
ist im Blut angesammelt und wird nur zum kleinsten Teil als 
Glykogen gespeichert. Als Quelle fiir diesen Zucker kommt die 
im Blut anwesende Milchséure nicht in Frage; dies geht aus 
zahlreichen friiheren Leberperfusionen hervor, in denen sich immer 
gezeigt hat, daB die Leber in den 20 Minuten vor Beginn der 
eigentlichen Versuchsperiode méglicherweise im Blut vorhandene 
Milchsiure weggeschafft hat, so daB deren Konzentration im Blut 
wihrend des Versuches sehr niedrig ist (1/,—1 Millinormal). In 
einigen der vorliegenden Versuche wurde auch die Blutmilchsdure 
bestimmt und entsprechend niedrige Werte gefunden. Die Quelle 
fir den gebildeten Zucker muB EiweiB und méglicherweise Fett 
sein. Tab. 1 zeigt, daB die D:N-Quotienten, mit einzelnen Aus- 
nahmen, nicht solche Werte haben, daB sie absolut zur Annahme 
von Zuckerbildung aus Fett zwingen. Andererseits betragen die 
Quotienten in Versuch 21 und 44 jeweils 16,7 und 10,9; in beiden 
Versuchen wurde ein Teil des Zuckers als Glykogen gespeichert. 
Auch in anderen Versuchen liegen die Quotienten oft so hoch, 
da8 eine Zuckerbildung aus Fett wahrscheinlich ist, besonders 
wenn man bedenkt, daB eine Reihe von Aminosiuren nicht Zucker 
bilden kénnen. Weder die absolute Menge des gebildeten Zuckers, 
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noch die D:N-Quotienten sind bei pankreatektomierten Tieren 
héher als bei normalen, so daB hieraus keine Schliisse auf eine 
gesteigerte Zuckerbildung — besonders aus Fett — bei pankrea- 
tektomierten gezogen werden kénnen. 


Die Zuckerbildung aus Eiwei8 und Fett ist ein Oxydations- 
prozeB, und wenn man mit einem quantitativen Ubergang des 
Kohlenstoffs in Glucosemolekiile rechnet, sind zur Bildung von 
100 mg Glucose jeweils 25 und 32 ccm Sauerstoff erforderlich. 
Diese Prozesse bedingen also auch einen Abfall des RQ. Be- 
ziiglich der méglichen Zuckerbildung aus Fett in der perfundierten 
Leber sei im iibrigen auf eine folgende Arbeit verwiesen. 


III. Die wichtigste Ursache fiir den niedrigen RQ. ist aber 
die unvollstindige Verbrennung der Fettstoffe mit Bildung der 
Ketonkérper. Die Versuche zeigen deutlich den Zusammenhang 
zwischen RQ. und der Ketonbildung (Tab. 1). Bei den perfundierten 
normalen Lebern liegt der héchste RQ. im Versuch 59, wo die 
niedrigste Menge Keton gebildet wurde, wihrend Versuch 42 mit 
hoher Ketonmenge den geringsten RQ. hat. Die Leber der 
pankreatektomierten Tiere hat hohe Ketonbildung und sehr niedrige 
Quotienten. 


Die Versuche haben eine Reihe wichtiger Anhaltspunkte iiber 
die Art des Abbaues der Fettsiuren gegeben. Wie erwahnt, 
nimmt man meist an, daf dieser durch eine sukzessive f-Oxy- 
dation: unter Bildung von Fettsiuren mit jeweils 2 C-Atomen 
weniger vor sich geht, bis #-Oxybuttersaiure erreicht wird. Aus 
jedem Molekiil Fettsiure entsteht so 1 Mol. #-Oxybuttersiure und 
der Rest der Séiuren wird zu CO, und H,O oxydiert. 


Summarisch kann der Vorgang folgendermaBen ausgedriickt 
werden (Ausgangspunkt: Palmitinsiure): 


C,;H,;,COOH + 181/,0, = CH,CHOHCH,COOH + 12CO, + 12H,0O 
398 ccm 100 mg 258 ccm 


Dieser ProzeB hat einen RQ. von 0,65. Zur Bildung von 
100 mg -Oxybuttersiure sind fast 400 ccm Sauerstoff zur Ver- 
brennung des Restes der langen Kette erforderlich. In vielen 
Versuchen ist indessen der gesamte gemessene Sauerstoffverbrauch 
im Verhiltnis zur Ketonbildung viel geringer als er nach der 
angegebenen Gleichung zu erwarten wire (Tab. 1). AuBerdem 
muB ja auch mit einem Sauerstoffverbrauch fiir andere Zwecke 
gerechnet werden. Im Versuch 26 wiirden die 527 mg Keton- 
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kérper etwa 2100 ccm Sauerstoff erfordern, wihrend der gesamte 
tatsiichliche Sauerstoffverbrauch nur 1/, dieses Wertes, d. h. 345 ccm 
betrug. In den Versuchen 23, 28, 80, 42, 69 betraigt der ver- 
prauchte Sauerstoff nur die Hilfte oder 1/, der notwendigen Menge 
und in einer Reihe von anderen Versuchen (21, 54, 24) wiirde 
der gesamte Sauerstoff fiir die Ketonbildung gebraucht werden. 
Zu entsprechenden Ergebnissen fiihrt die Berechnung der Kohlen- 
siiurebildung. 


Diese Untersuchungen zeigen also, daB die genannte Auf- 
fassung iiber die Entstehung der Ketone nicht richtig sein kann. 


Die Ursache fiir dieses abweichende Verhalten liegt nicht 
darin, daB ein wesentlicher Teil der Ketonkérper von Amino- 
siuren stammt, da auch dieser Vorgang Sauerstoff erfordert (pro 
100 mg Keton aus Leucin etwa 80 ccm Sauerstoff, aus Phenyl- 
alanin etwa 130 ccm Sauerstoff). AuBerdem ist die Ketonbildung, 
die aus den Aminosiuren der umgesetzten KiweiBstoffe entstehen 
kann, nur gering, da nur einzelne Aminosiiuren Keton bilden 
kénnen. 


Man kénnte an die Méglichkeit denken, daB die */, des Fett- 
siiuremolekiils, die nach der genannten Gleichung ganz oxydiert 
werden sollten, zu einem nicht véllig oxydierten Produkt um- 
gewandelt werden. Hierbei muB besonders Glucose in Betracht 
gezogen werden. Wenn dieser Vorgang in maximalem Grade 
auftriite, so gilt folgende Beziehung: 


C,,H;,COOH + 61/,0, = CH,;CHOHCH,COOH + 20C,H,,0, 
140 ccm 100 mg 346 mg 


Die hierdurch gebildete Glucosemenge iibersteigt aber im 
Verhaltnis zur Ketonbildung bei weitem die wirklich in den meisten 
Versuchen gebildeten Glucosemengen, wobei noch zu _ beriick- 
sichtigen ist, daB zweifellos ein groBer Teil der Glucose aus 
Aminosiuren stammt. AuSerdem wiirde der Sauerstoffverbrauch 
nach dieser Gleichung auch die in mehreren Versuchen gebrauchten 
Mengen iibersteigen. Dies ist in noch héherem Grade der Fall, 
wenn man mit einer Glucosebildung aus einem kleineren Teil 
der Fettsiurenkette rechnet und eine vollstiindige Oxydation des 
Restes annimmt. 

Ks gibt so keine andere Méglichkeit zur Erklirung der Ver- 
suchsresultate als anzunehmen, daB aus jedem Mol. Fettsiure 
mehrere Mol. Ketonstoffe gebildet werden kénnen. 
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Wenn eine Fettsiure mit 16 C-Atomen zu 4 Ketten mit je 
4 C-Atomen abgebaut wird, so kénnten bei der Oxydation 4 Mol. 
f-Oxybuttersiure gebildet werden. 


C,;Hs,;COOH + 50, = 4CH,CHOHCH,COOH 
27 ccm 100 mg 


Fir 100 mg f§-Oxybuttersiure sind also 27 ccm Sauerstoff 
notwendig. Der RQ. dieses Prozesses ist 0, und man kann daher 
leicht verstehen, daB die GréBe der Ketonbildung so groBen Ein- 
fluB auf den RQ. des ganzen Organs bekommen kann. Bei aus- 
reichend groBer Ketonbildung kinnen sehr niedrige respiratorische 
Quotienten auftreten. 

Kine Zuckerbildung aus Fettsiuren kénnte auftreten, wenn 
ein Teil der 4 gliedrigen C-Ketten zu Glucose umgewandelt wiirde. 
DaB tatsichlich eine solche Umwandlung stattfinden kann, soll 
spiter besprochen werden. 


Die Versuche zeigen, daf die Ketonbildung in einer fett- 
reichen Leber am gréBten ist. Dort kann man wohl auch mit 
dem lebhaftesten Abbau der Fette rechnen. Unter den normalen 
untersuchten Tieren ist die Bildung in den fetten Lebern vou 
Versuch 42 und 69 am gréBten und bei Versuchen an Lebern 
von pankreatektomierten Tieren wurden die meisten Ketone in 

den fettreichen Lebern von Versuch 26 und 80 gefunden. 


Von noch gréBerem Einfilu8 auf die gebildete Ketonmenge 
ist aber der Glykogengehalt der Leber. In den Versuchen 73, 59 
und 44, wo es sich um glykogenreiche Lebern handelt, ist die 
Ketonbildung geringer als in den etwas weniger fetten, aber 
glykogenirmeren Lebern aus den Versuchen 46, 21 und 54, I[n 
der glykogenarmen und fettreichen Leber 42 und 69 ist die Menge 
der gebildeten Ketonkérper groB. Wenn die Leber der pankrea- 
tektomierten Tiere eine so groBe Ketonbildung hat, beruht dies 
nicht allein auf dem Fettreichtum. Nur in Versuch 26 und 80 
war die Leber fettreicher als die normale. Simtliche Lebern 
waren aber im Verlauf des ganzen Versuches duBerst glykogen- 
arm. Es ist fraglich, ob diese Glykogenarmut und das mangelnde 
Speicherungsvermégen zur Erklirung der groBen Ketonbildung 
ausreicht, oder ob bei den Lebern pankreatektomierter Tiere noch 
besondere Verhialtnisse von EinfluB sind. Um diese Frage beant- 
worten zu kénnen, mu8 die Ketonbildung in der normalen Leber 
untersucht werden, deren Glykogengehalt ebenso niedrig ist wie 
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in derjenigen an pankreatektomierten Tieren. Hierzu wurden 
die Katzen vor der Leberisolation mit Adrenalininjektionen (3 ccm 
1°/,, Losung subcutan, im Laufe von 2 Stunden vor Versuchs- 
beginn) behandelt und Adrenalin fortlaufend zum Perfusions- 
blut zugesetzt (27 pro Minute). Die Resultate von drei der- 
artigen Versuchen sind in Tab. 3 zusammengestellt. Auch in 
diesen Versuchen sieht man eine starke Ketonbildung, die zwar 
nicht die gleiche Héhe erreicht wie bei den Lebern pankrea- 
tektomierter Tiere, aber teils ist der Fettreichtum nicht besonders 
groB und teils war die Leber nur ganz kurze Zeit glykogenarm, 
und es ist nicht sicher, ob der Stoffwechsel sich augenblicklich 
umstellt. 






































Tabelle 3. 
" Zuwachs 
, -Ver- Keton- | qd. Zucker-| Protein- 

Ver-] Fett | Glykogen |, ° . pacnnanely . 
-_" yxogen | prauch| RQ. | pildung menge | Umsatz D:N 
"lo “loo | ccm mg mg mg 
Adrenalinbehandlung. 

78 | 66 | 0,7—0,4 | 291 | 0,84 | 124+ 168 258 | 8,7 
81 | 60 | 06—0,5 | 423 | 0,48 | 183 244 366 | 4,2 
83 | 62 | 0,6—0,6 | 398 | 0,54 | 148 252 372 | 4,2 
Phlorrhizinbehandlung. 

87 | 12,0 0,5—0,7 597 

22 | 6,7 ?—0,5 | 3878 | 0,18 | 282+ 194 207 | 5,8 
70 272+ 

84 | 80 | 0,5—0,6 233 

19 J ca.5 | 0,4—0,4 | 423 | 0,35 | 148+ 210 366 «| 3,6 


























Kine weitere Stiitze fiir die Auffassung, daB allein Glykogen- 
und Fettgehalt der Leber die GréBe der Ketonbildung bestimmen, 
erhilt man durch Untersuchung der Leber von _phlorrhizin- 
behandelten Tieren. 7 Versuche wurden in der beschriebenen 
Weise ausgefiihrt. Die Katzen blieben 2 Tage ohne Nahrung 
und bekamen in den letzten 2 Tagen vor dem Versuchstag 1 g 
Phlorrhizin (in Ol) subcutan. Wenn die Annahme richtig ist, 
daB die Phlorrhizinvergiftung ausschlieBlich renal lokalisiert ist, 
handelt es sich um eine ,normale“ Leber, die wegen des groben 
Zuckerverlustes durch die Nieren 2 Tage lang sehr glykogenarm 
war und schon deshalb mehr oder weniger fettige Infiltration 
erlitten hat. 
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Es sei erwihnt, daB in 2 Versuchen (20 und 47) ohne dag 
eine nihere Erklirung gegeben werden kann, nur jeweils 74 und 
7 mg Ketonkérper gebildet wurden. Die Tiere hatten eine recht 
erhebliche Glykosurie. Die Leber enthielt 1/,°/,, Glykogen und 
etwa 7—8°/, Fett. Die iibrigen Versuche sind in Tab. 3 zu- 
sammengestellt und man sieht, daf die Ketonbildung von gleicher 
GréBe ist wie sie bei der Leber von pankreatektomierten Katzen 
beobachtet wird. 


Wenn in der Leber einer pankreatektomierten Katze Glykogen 
gespeichert wird, so ist die Ketonbildung dieselbe, wie in einer 
normalen Leber mit gleichem Glykogengehalt. Wenn die Leber 
nicht zu fett ist, kann dies durch Fructosezusatz zum Perfusions- 
blut erreicht werden. Versuch 101 zeigt ein solches Verhalten. 


Versuch 101. Die Katze wurde 2 Tage vor dem Versuch pankrea- 
tektomiert. Erhebliche Glykosurie. Versuchsdauer 120 Minuten. Im Ver- 
suchsbeginn werden 0,5 g und dann fortlaufend 7 mg Fructose pro Minute 
zugesetzt. ' 

Lebergewicht 83 g. Fettgehalt 6,1°/,. Glykogengehalt 1,4°/,. > 3,8 — 
2,7 — 2,0°/,9. Blutketon 7,7 — 21,6 mg-°/,. Leberketon 11 — 16 mg-°),. 
Totale Ketonbildung 35 mg. RQ. 0,60. 


Die vorliegenden Versuche zeigen also einen gesetzmaBigen 
Zusammenhang zwischen der Ketonbildung und Glykogen und 
Fettgehalt. In einer Leber mit wenigen pro Mille Glykogen und 
mittlerem Fettgehalt wird eine mibige Menge von Ketonkérpern 
gebildet, und mit gréBerem Glykogengehalt nimmt die Keton- 
bildung ab, wahrend sie bei héherem Fettgehalt wichst. Wenn 
der Glykogengehalt bis auf 1°/,, herabsinkt, wird die Keton- 
bildung stark gesteigert, und diese Erhéhung ist bei einer gleich- 
zeitig fettreichen Leber am stirksten. Es besteht also kein 
AnlaB, eine spezielle andere Ursache fiir die groBe Ketonbildung 
in der Leber von pankreatektomierten Tieren anzunehmen. Der 
durch den Zuckerverlust bedingte geringe Glykogengehalt der 
Leber reicht zur Erklirung des Verhaltens aus. 


Chaikoff hat (1927) Versuche mitgeteilt, die die Beziehung 
zwischen dem Glykogengehalt der Leber, der Ketonbildung und 
dem RQ. bei pankreatektomierten Hunden zeigen. Wenn man bei 
diesen Tieren mit der Insulinzufuhr aufhért, so steigt die Keton- 
ausscheidung erst nach Ablauf von 3 Tagen; dies ist gerade der 
Zeitpunkt, an dem das Leberglykogen auf 1—3°/,, gefallen ist 
und an dem der RQ. das ,,diabetische Niveau“ erreicht hat. 
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Uber welchen Mechanismus hat nun das Glykogen diesen 
entscheidenden EinfluB auf die Ketonbildung? Die Erklirung ist 
wohl kaum darin zu suchen, daB die Verbrennung des Glykogens 
in der Leber den Abbau einer isodynamen Fettmenge erspart, 
da in fast allen Versuchen sogar eine kleine Steigerung des 
Leberglykogens (und groBe Steigerung des Blutzuckers) auftritt. 
Durch einen Vergleich der Ketonbildung in der glykogenarmen 
und glykogenreichen Leber kann man die in der glykogen- 
armen mehr umgesetzte Fettmenge und die hiermit isodyname 
Glykogenmenge, die in der glykogenhaltigen Leber verbrennen 
sollte, berechnen. (Hierbei mu natiirlich die Tatsache beriick- 
sichtigt werden, dab die Fettverbrennung unvollstindig ist.) Der 
Glykogenschwund in der Leber sollte dann so groB sein, daB er, 
mit der hier angewandten Analysentechnik, nachweisbar wire 
(einige pro mille). Bei einer Oxydation des Glykogens sollte man 
auch einen héheren RQ. verlangen als man in der glykogenreichen 
Leber findet. Wird der RQ. fiir den durch die Ketonbildung ver- 
ursachten Sauerstoffverbrauch korrigiert (27 cmm O, fiir 100 mg 
gebildete Ketonkérper), so ist er in der glykogenreichen gegeniiber 
der glykogenarmen nicht merkbar gesteigert. 


Man mu8 aber erinnern, daB die in der Leber ablaufenden 
Stoffwechselvorgiinge nicht allein dem Lebergewebe selbst dienen, 
sondern diese sollen in hohem Grade auch fiir die iibrigen Zellen 
des Organismus verwendbare Stoffe verschaffen. Die Leber muB 
Stoffe an das Blut abgeben, die der Muskulatur und dem iibrigen 
Gewebe als Energiequellen dienen. Dies geschieht in Form yon 
Glucose, die aus dem Leberglykogen oder aus Proteinstoffen ge- 
bildet wird oder in Form von Abbauprodukten der Fettsiuren. 
Findet sich kein Glykogen in der Leber, so ist der Abbau der 
Fettsiuren gesteigert und die Ketonbildung stark erhéht, wenn 
dagegen Glykogen in der Leber vorhanden ist, so werden weniger 
Fettsiuren abgebaut. In einer weiteren Arbeit soll gezeigt werden, 
daB in der Leber aus Fettsiuren nicht nur Ketonkérper sondern 
auch Kohlenhydrate gebildet werden. Die antiketogene Wirkung 
der Kohlenhydrate muB hiernach auf einer Erhéhung des Leber- 
glykogens beruhen, wodurch der Abbau der Fette eingeschrinkt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden Versuche mit kiinstlicher Perfusion an Katzen- 
lebern vorgenommen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 10 
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2. Der respiratorische Quotient fiir die Leber einer normalen 
Katze, die zwei Tage gehungert hat, ist durchschnittlich 0,57. 
Die Leber der zwei Tage vor Ausfiihrung des Perfusionsversuches 
pankreatektomierten Katze hat einen RQ. von 0,37. Die Ursache 
dieses niedrigen RQ. ist eine Desaturierung der Fettsiuren, eine 
Zuckerbildung aus Nichtkohlenhydraten und besonders die Bildung 
von Ketonkérpern. Die gréBere Menge der gebildeten Ketonkérper 
bedingt den niedrigeren RQ. bei den Lebern von pankreatekto- 
mierten Tieren. 

3. Ein Vergleich von Sauerstoffverbrauch der Leber und 
Ketonbildung zeigt, daB der Abbau der Fettsiuren nicht auf die 
gemeinhin angenommene Weise der f-Oxydation und Bildung 
von 1 Mol f-Oxybuttersiure aus jedem Mol. Fettsaiure vor sich 
gehen kann. Die Fettsiuren zerfallen wahrscheinlich zuniichst 
in Ketten mit 4 C-Atomen..Aus jedem Mol. Fettsiure kénnen 
4 Mol f-Oxybuttersiure entstehen. 


4, Die Hauptursache fiir die Schwankungen der Menge der 
gebildeten Ketonkérper in verschiedenen Lebern ist der variierende 
Glykogengehalt. In der Leber mit einigen pro mille Glykogen 
"und mittlerem Fettgehalt findet sich eine maBige Ketonbildung. 
Bei Erhéhung des Glykogengehaltes nimmt die Menge der Keton- 
kérper ab, wahrend sie bei einer Steigerung des Fettgehaltes 
steigt. Ein Abfall des Leberglykogens bis auf }/, °/,, bedingt einen 
erheblichen Anstieg der gebildeten Ketone, der besonders in der 
fetten Leber deutlich wird. 


5. Da die normale, mit Adrenalin oder Phlorrhizin behandelte, 
glykogenarme Leber (!/,—1°/,, Glykogen) dieselbe groBe Keton- 
bildung zeigt, wie die Leber von pankreatektomierten Tieren, be- 
steht kein AnlaB eine andere Erklirung fiir die groBe Ketonbil- 
dung der Leber einer pankreatektomierten Katze anzunehmen 
als eben den geringen Glykogengehalt (}/,—1°/,)). 


6. Die Leber muB in das Blut standig Stoffe abgeben, die 
der Muskulatur und dem iibrigen Gewebe als Energiequellen 
dienen. Teils handelt es sich um Glucose aus Glykogen und 
Protein, teils um Ketonkérper und Glucose aus den Fettsiuren. 
In der glykogenarmen Leber ist der Abbau der Fettsiuren erhdht. 
wihrend die glykogenreiche Leber in der Hauptsache Glykogen 
in Form von Glucose abgibt. 
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Kohlenhydrat- und Ketonkérperbildung aus Fettsiuren 
in der kiinstlich durchstrémten Katzenleber. 
Von 
N. Blixenkrone-Meller. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1938.) 


Die Frage der Umbildung von Fettsiuren zu Kohlenhydraten ist be- 
kanntlich noch stindig umstritten. Geelmuyden hat 1923 eine Zusammen- 
stellung der alteren Untersuchungen iiber diese Frage besonders auf Grund 
der D:N-Quotienten und des RQ. gegeben. Namentlich die Bestimmung des 
respiratorischen Quotienten beim Winterschlafer ist von gro8em Interesse. 
Der RQ. ist bei diesen Tieren im Winter sehr niedrig und erreicht Werte 
von 0,23, wihrend das Kérperfett gleichzeitig abnimmt und das Glykogen 
vermehrt wird. Beim Erwachen steigt der respiratorische Quotient langsam. 
Dieses Verhalten macht eine Glykogenbildung aus Fett in hohem Grade 
wabrscheinlich. In Fiitterungsversuchen mit Fett ist der Nachweis eines 
erhéhten Glykogengehaltes nicht gelungen, nur in vereinzelten Fillen wurde 
nach oraler Fettzufuhr eine stirkere Erhéhung der Zuckerausscheidung oder 
des D: N-Quotienten beobachtet. Nach Geelmuyden kann dieses Verhalten 
aber darauf beruhen, da8 die Umbildung von Fetten zu Kohlenhydraten 
ein sehr langsam verlaufender Vorgang ist. 

Geelmuyden schlieBt sich der zuerst von Minkowski (1893) auf- 
gestellten Theorie an, daB Ketonkérper ein normales Zwischenglied bei der 
Umbildung von Fetten zu Kohlenhydraten sind. Er fiihrt u. a. als Stiitze 
die (geringe) Steigerung der Zuckerausscheidung an, die man nach sub- 
kutaner Injektion von #-Oxybuttersiure, Acetessigsiure, Buttersiiure oder 
Kapronsiure beim phlorrhizinvergifteten Kaninchen oder Hund oftam gleichen 
oder am darauffolgenden Tage findet. Gleichzeitig steigt zwar die Stick- 
stoffausscheidung aber angeblich nicht so viel, als daB das mehr umgesetzte 
EiweiB die Quelle fiir den Zucker sein kénnte. Das gleiche Verhalten wird 
in den meisten Fallen nach Zufuhr von 5—8 g Ol beobachtet. Baer und 
Blum(1906—1910) haben an Diabetikern entsprechende Versuche vorgenommen 
und nach Zufuhr von ,,ketogenen“ Stoffen (Isovaleriansiure, Buttersiure, 
Leucin, Tyrosin, Phenylalanin) oft gleichzeitig mit erhéhter Ketonausschei- 
dung eine Steigerung der Zuckerausscheidung gefunden. Da8 es bisher 
nicht gelungen ist, in der isolierten Leber eine Zuckerbildung aus Keton- 
kérpern oder ,,Ketonbildnern“ nachzuweisen, kann nach Geelmuyden 
seine Ursache in dem Fehlen irgend eines hormonalen oder nervésen Ein- 
flusses haben, ohne den der Zuckeraufbau aus Keton unméglich wire. 
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In den letzten Jahren haben sich wieder eine Reihe yon 
Untersuchungen mit dieser Frage beschiftigt. Asher und Calvo- 
Criado (1925) finden nach oraler Zufuhr von 4 g Schweinefett 
bei glykogenfreien, phlorrhizinbehandelten Ratten am gleichen oder 
folgenden Tage eine erhéhte Zuckerausscheidung und einen ge- 
steigerten D: N-Quotienten (maximal 5,95). Die Zuckerausschei- 
dung war besonders groB, wenn der Nahrung etwas Rohrzucker 
beigemischt wurde. Hierdurch sollte die Leber in einen funktions- 
tiichtigeren Zustand versetzt werden. Chaikoff, Macleod, Marko- 
witz und Simpson (1925) zeigten, daB der Blutzucker und das 
Blutketon bei pankreatektomierten Hunden, die mehrere Tage 
kein Insulin bekommen haben, bei fetten Tieren wesentlich héher 
liegt als bei mageren, was auf eine Beziehung zwischen Koérper- 
fett und Blutzucker hindeutet. Bei kiinstlicher Durchstrémung 
der Leber von mit Fett gefiitterten Hunden und Katzen unter 
Kontrolle des Leberglykogens, der Milchséure, des Blutzuckers 
und des Blutharnstoffs, fanden Burn und Marks (1926) eine 
ziemlich erhebliche Zuckerbildung, die nicht von Glykogen 
oder Milchsiure stammte. Der D: N-Quotient erreichte bei der 
Hundeleber maximal 45 und bei der Katzenleber maximal 19,5. 
Chaikoff fand (1927) am pankreatektomierten Hund bei fetten 
Tieren eine gréBere Zuckerausscheidung und einen héheren D:N- 
Quotienten (maximal 5,5) als bei mageren Tieren. Jost (1931) 
zeigte, daB die Zuckerbildung der perfundierten Leber von phlorrhi- 
zinvergifteten Hunden durch Phosphatidzusatz stark erhéht wird. 
Gleichzeitig fallt der RQ. und der Sauerstoffverbrauch steict. 
Der Zucker soll hierbei aus den Fettsiuren der Phosphatide ge- 
bildet werden. Bei Zusatz von Buttersiiure oder 8-Oxybuttersiure 
zu Leber-, Gehirn- oder Muskelgewebe fand Haarmann (1935) in 
einer Reihe von Fallen eine Milchsiurebildung, die gréBer ist als 
die verschwundenen Kohlenhydrate bilden kénnen. Mehrere Unter- 
sucher weisen darauf hin, daB es merkwiirdig wire, wenn Zucker 
nicht aus Fett, dem wichtigsten Depotstoff des Kérpers gebildet 
werden kénnte; Laufberger (1924) hat berechnet, daB ein Kanin- 
chen in 21/, Stunden seinen ganzen Glykogengehalt verbrennen 
kann. Der Mensch braucht hierzu etwa drei Stunden; es mui 
dauernd eine lebhafte Umbildung aus Nicht-Kohlenhydraten er- 
folgen, um den Blutzuckerspiegel des Organismus auf dem not- 
wendigen Niveau zu halten. Beim normalen und beim diabetischen 
Tier fallt der Blutzucker nach Leberextirpation gleichmiBig ab 
(Mann und Magath 1922—23). Die Leber muB also standig 
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Zucker bilden und abgeben, und es wire merkwiirdig, wenn die 
Bildung nicht aus den Depotstoffen des Organismus erfolgen 
kénnte. 

In einer vorhergehenden Untersuchung iiber das Verhalten der 
Katzenleber bei kinstlicher Durchstrémung konnte nachgewiesen 
werden, da8 die gewohnlichen Fettsiuren zunachst wahrscheinlich 
zu Ketten mit 4 C-Atomen abgebaut werden. Eine sukzessive 
6-Oxydation mit Bildung von 1 Mol. Keton aus jedem Fettsiure- 
molekiil wiirde im Vergleich zur Menge der gebildeten Keton- 
kérper bedeutend mehr Sauerstoff erfordern, als tatsichlich ge- 
braucht wird; es ist anzunehmen, daB aus jedem Mol. Fettsiure 
his zu 4 Mol. Ketonkérper entstehen kénnen. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Wirkung eines 
solchen Stoffes mit einer Reihe von 4 C-Atomen bei Zusatz zum 
Perfusionsblut gepriift. 


Zunichst benutzten wir hierzu Buttersiiure, da sich aber zeigte, daf 
diese eine stark haemolytische und blutdrucksteigernde Wirkung hatte, und 
eine Leberschidigung auftrat, verwendeten wir in den folgenden Versuchen 
in Wasser geléstes Natriumbutyrat in einer Menge von 220—750 mg. Die 
Versuchstechnik entspricht im iibrigen der in der vorhergehenden Mitteilung 
beschriebenen, und die Durchstrémung kommt wohl den im Organismus 
vorhandenen Verhiiltnissen so nahe wie méglich. Bei der Priiparation wurde 
die Zirkulation durch die Leber selten linger als eine Minute unterbrochen. 
Nach Ablauf von 20 Minuten, nach denen man mit einem Gleichgewichts- 
zustand zwischen Blut und Leber rechnen kann, wird der Versuch begonnen. 
Die erste halbe Stunde dient als Vorperiode, in der die Menge der ,,spontan‘ 
gebildeten Acetonkérper, Glucose und des Harnstoffs untersucht werden. 
Dann wird das Butyrat zugefiigt und die Perfusion etwa 120 Minuten in 
Gang gehalten. Vor Beginn des Versuches oder der Perfusion wird das 
Leberglykogen in einer einzelnen Probe untersucht und beim Schlu8 zwei 
oder drei Proben von verschiedenen Stellen der Leber genommen und nach 
der Methode von Pfliiger jeweils 1 g Lebergewebe analysiert. AuS’erdem 
werden der Ketongehalt des Blutes (Methode nach van Slyke und Fitz), 
Sauerstoff und Kohlensiure (manometrische Methode nach van Slyke), 
Blutharnstoff (van Sly kes Ureasemethode), in einigen Versuchen der Milch- 
siuregehalt (mit der Orskovschen Modifikation der Methode von Fiirth 
und Charnass) und der Gehalt des Blutes an allen dtherléslichen Siuren 
(Methode von Orskov) 3- oder 4mal im Laufe des Versuches bestimmt. 
Nach der Methode von Hagedorn-Jensen wird alle 10 Minuten der Blut- 
zucker gemessen, und die Ketonkérper der Leber zu den gleichen Zeiten 
wie der Glykogengehalt bestimmt (Methode von van Slyke in der Modi- 
fikation von Edson). Der Ketongehalt in Blut und Leber wird als 6-Oxy- 
buttersiiure angegeben. Durch Extraktion einer getrockneten Probe mit 
kochender Ather-Alkohol-Mischung und Ather wird weiterhin der Fettgehalt 
der Leber gemessen. Die verwendete Blutmenge betrug etwa 300 ccm. Bei 
Berechnung der gebildeten Glucose- und Harnstoffmengen wurde mit der 
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gleichen Konzentration dieser Stoffe im Lebergewebe und Blut gerechnet 
(Burn und Marks). 

Die Resultate der acht ausgefiihrten Versuche sind in Tab. 1 
zusammengestellt. Der Beginn der Perfusion ist mit 0,00 Uhr be- 
zeichnet und die Zeitpunkte fiir die einzelnen Analysen von hier 
aus gerechnet. Die Versuche zeigen im wesentlichen iiberein- 
stimmende Ergebnisse und Versuch 51 sei als Beispiel naher be- 
schrieben. 

Versuch 51: Nach einer Versuchsperiode von 90 Minuten 
(0,55—2,25) ist alles zugesetzte Butyrat verschwunden. Dies geht 
einerseits aus dem Gehalt des Blutes an aitherléslichen Sauren hervor, 
die zu diesem Zeitpunkt nur 6,8 millinormal erreichen, was der 
vorhandenen Ketonsaure und der Milchsiure entspricht. Anderer- 
seits zeigt dies auch der CO, Gehalt des Arterienblutes; das Per- 
fusionsblut wird im Oxygenator mit Sauerstoff und 5°/, CO, gleich- 
miBig durchstrémt, so daB die CO,-Spannung in den Luftblasen 
konstant ist. Der CO, Gehalt des arteriellen Blutes ist also Aus- 
druck der Alkalireserve, die auf etwa 16 Vol.-°/, gestiegen ist. Dieser 
Anstieg entspricht der Alkalierhéhung, die beim Verschwinden 
des Butyrations zu erwarten wire. 

Das verschwundene Butyrat ist teilweise zu Ketonkérpern 
und teilweise zu Zucker geworden. Aus der Erhéhung des Keton- 
kérpergehaltes in Blut und Leber kann man berechnen, daB in 
der 30 Minuten langen Vorperiode 25 mg Ketone gebildet wurden. 
In den folgenden 90 Minuten wurden 127mg gebildet. In Kon- 
trollversuchen hat sich gezeigt, daB in einer Perfusion von 120 Mi- 
nuten insgesamt etwa 3mal soviel Ketonkérper gebildet werden 
wie in den ersten 30 Minuten. Die spontane Ketonbildung in 
Versuch 51 betrigt somit 75 mg. Aus dem Butyrat sind also 
77mg., d.h. 16°/, der aus den 500 mg Butyrat méglichen Bildung 
entstanden. 

In der Vorperiode werden 17 mg Harnstoff gebildet und in 
der Versuchszeit entstehen 29 mg. Nach dem Zusatz von Butyrat 
geht der EiweiBumsatz also etwas zuriick. Glucose wird im Blut 
in den beiden Perioden in einer Menge von jeweils 17 und 204mg 
gebildet. Der Anstieg des Glykogengehalts der Leber entspricht 
98 mg Glucose. Diese Werte ergeben in der Vorperiode einen 
D:N-Quotienten von 3,0 und wihrend der Versuchszeit einen 
Quotienten von 21,1. Die Milchsiurebestimmungen zeigen, dab 
die gesteigerte Zuckerbildung nicht hiervon stammt — sie mu 
ihren Ursprung in dem zugesetzten Butyrat haben. Tatsichlich 
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Versuch Nr. . 
Lebergewicht 
Fettgehalt . . 
Butyrat . 


48 
86 g 
7,9 °/o 
220 mg 0,55 Uhr 





Zeitp. d. Probeentnahme 


0,20| 0,50 | 1,40) 2,25 








Blutketon mg-°/,: 
Diacet + Aceton 


7 


1,1 | 0,0 | 1,6 














51 
61 ¢g 
7,4 °/o 
500 mg 0,55 Uhr 





| | | 
0,20) 0,50 | 1,25 | 2,25 


| | 
5,6| 8,3 | 14,4 | 31,0 

| 

| 








é-Oxybuttersiure . 5,0 | 12,8 [23,4 | 24,1 25,0/ 81,0 | 45,5 | 62,5 
Leberketon mg-%/, . . 38 | 68 38 | | 16 
Blutzucker mg-/, . . | 216 | 240 | 314 | 342 216 | 222 | 267 | 304 
Leberglykogen °/,, . 2,2 '6,9—4,5 | 0,8 | | 2,1 — 2,6 
Blutharnstoff mg-9/, . 17 | 84 | 95 52| 58.| 61 | 70 
Arteriel. CO,, Vol.-°/, . 40,66 | 48,09| 47,40 35,89 | 43,92) 51,68 
O,-Verbrauch cem/Min. 2,82/ 3,18 2,45 1,99| 2,77! 1,78 
RQ... 0,69| 0,74; 0,68 0,61/ 0,61| 0,76 
Milchséiure mn. | 02/06 | 06 
Atherlésl. Sdéure mn. . | | | 4,3 | 10,3 6,8 
Butyratketon-Ausbeute 22 mg = 11°, 77 mg = 16 °/, 














D:N 2. Periode 21,2 3,0 > 21,1 
Versuch Nr. . 50 86 
Lebergewicht 92 g 64 g 
Fettgehalt . 6,2 /, 6,6 °/, 
Butyrat . 500 mg 0,50 Uhr 500 mg 0,50 Uhr 








Zeitp. d. Probeentnahme 


0,10| 0,50 | 1,20) 2,50 








Blutketon mg-°/,: 
Diacet + Aceton 
6-Oxybuttersiiure . 

Leberketon mg-°/, 

Blutzucker mg-°/, ‘ 

Leberglykogen °/,, . . 

Blutharnstoff mg-°/, . 

Arteriel. CO,, Vol.-°/, . 

O,-Verbrauch cem/Min. 

RQ... ; 

Milchséiure mn. 

Atherlés]. Siure mn. . 





14 | 14 | 29 | 18,2 
7,4 |15,7 |28,3 | 28,8 
Spur | 40 
307 | 340 | 444 | 518 
4,6 | | 5,0 — 8,4 
67 | 74 | 76 | 99 











— | | 
0,20 0,50) 1,50) 2,50 
St ——— 








0,0/ 0,9 |12,6) 20,0 
0,0 | 3,6 | 42,3 39,6 
8 | | 29 
342| 378 | 480 | 546 
3,9. | 2,1 -3,1- 6,4 
54, 63 | TT | 94 
48,72 | 56,66, 54,77 
| 3,26| 2,87] 2,64 
| 0,64| 0,73 0,85 
0,3 | 0,0 


0,7 | 
| | 





Butyratketon -Ausbeute 
D:N 





92 mg = 19 °/, 





4,8 -> 11,5 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 




































































Versuch Nr. . 88 57 
Lebergewicht 78 g 18 g 
Fettgehalt . 6,3 °/, 5,5 %/, 
eae 500 mg 0,50 Uhr 750 mg 0,50 Uhr 
Zeitp.d.Probeentnahme | 0,20/0,50/ 1,50, 2,50 0,00] 0,20 0,50/1,50| 2,50 
Blutketon mg-°/,: | | 
Diacet + Aceton 0,0 | 0,4 | 14,8 16,6 /0,0 | 2,8 | 7,7 23,9 
8-Oxybuttersiiure . 1,3 | 3,1 | 87,8 32,8 0,3 | 7,6 (66,8 51,4 
Leberketon mg-°/, T | | 38 15 | | 82 
Blutzucker mg-°/, 310} 413 | 523 573 (234 | 256 | 347 418 
. Leberglykogen °/,, . . | 8,3 | 8,5-8,4-5,71 0,8; | 0,8 - 1,2 - 1,4 
Blutharnstoff mg-°/, . | 66,5) 74 | 85 99 /102| 112) 120 135 
Arteriel. CO,, Vol.-°/, . 41,9556,92) 58,63 37,88|37,69 27,89 
0,-Verbrauch eem/Min. 3,45 2,89 2,49 2,79) 3,57) 1,96 
Seren 0,60, 0,77 0,75 — | 0,57) 0,54) 0,69 
Milchsiure mn. | 0,4 | 0,9 0,8 | | | 
Atherlésl. Siure mn. . | | | 1,2 | 8,4 | 4,7 
Butyratketon-Ausbeute 96 mg = 20°, 150 mg = 21%, 
i. 4,9 -> 14,1 








Versuch Nr. . 











60. Adrenalin 1 y pro Minute 











58. Pankreatektomierte Katze 




















Lebergewicht 86 g 53 g 
Fettgehalt . 5,8 /5 5,6 °/, 
Butyrat ... 750 mg 0,50 Uhr 750 mg 0,50 Uhr 
Zeitp. d. Probeentnahme 0,20 | 0,50 | 1,50 | 2,50 0,05 0,20, 0,50 1,50, 2,50 
Blutketon mg-°/,: | | | 

Diacet + Aceton 0,0 | 00 | 4,0 | 19,6 | 2,2| 5,6 | 19,8 | 39,2 

6-Oxybuttersiiure . 38 | 3,8 (21,2 | 44,1 /10,3 |27,9 59,8 108,4 
Leberketon mg-°/, 8 | | 43 14 | 117 
Blutzucker mg-°/, . . | 280 | 293 | 367 | 400 350/366 /471 527 
Leberglykogen °/,, . . | 0,6 | | 0,7 — 0,7 0,7 | 1,1-0,9 - 1,0 
Blutharnstoff mg-°/, 60 65 | 73 | 87 | 74 | 7 88 | 103 
Arteriel. CO,, Voi.-°/, . | 37,48 | 35,02 39,26 | '35,19/88,82) 39,93 
O,-Verbrauch eem/Min. | 2,78 | 3,85. 2,61 | 2,90| 2,96 2,34 
| 0,61; 0,70; 0,71 | 0,44) 0,48 0,86 
Milchsiure mn. | | | | 09/18) 2,6 
Atherlésl. Sdiure mn. . | 28 | 86 | 4,7 8,2 |18,9 | 12,0 
Butyratketon-Ausbeute 172 mg = 24%, 154 mg = 22 °/, 
D:N 5,9 —> 10,2 8,5 -> 13,7 
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entspricht die Zuckerbildung etwa der Menge Butyrat, die nicht 
gu Ketonkérpern umgebildet wird. In den Versuchen ist die 
Kohlenhydratbildung meist etwas gréBer und man muB annehmen, 
daB alles oder der gréBte Teil des Butyrats, der nicht zu Keton- 
kérpern wird, zu Kohlenhydraten aufgebaut wird, selbst wenn auch 
mit einer Zuckerbildung aus Eiweifstoffen gerechnet wird. Die 
geringe Butyratmenge, aus der kein Zucker entsteht, wird méglicher- 
weise vollstaindig oxydiert; das Verhalten der respiratorischen 
Quotienten zeigt aber, daB es sich hierbei nur um unbedeutende 

Mengen handeln kann. 
Bei der Umwandlung des Butyrats zu Ketonkérpern und 
Zucker handelt es sich um eine partielle Oxydation. Nach dem 
ma _ Yusatz des Butyrats wird ein Anstieg des Sauerstoffverbrauchs 
'  beobachtet, und der RQ., der normalerweise im Verlaufe eines 
Versuches steigt, wird in seinem Anstieg verzégert. In Versuch 50 
und 57, wo die Bestimmungen etwas schneller nach dem Hinzu- 
fiigen des Butyrats vorgenommen worden sind, sieht man sogar 

einen Abfall des RQ. 

Der Gehalt an atherldslichen Siiuren und der Anstieg der 
Alkalireserve zeigt auch in den anderen Versuchen, daB bei weitem 
| die gréBte Menge des zugesetzten Butyrats verschwindet. (In den 
<= Versuchen 57, 58 und 60 wurde zum Ausgleich des Anstieges 
° der Alkalireserve und der Anderung der Blutreaktion fortlaufend 
Salzsiure zugesetzt.) Etwa 20°/, des Butyrats wird zu Keton- 
kérpern umgebildet. Die erhaltenen Werte lassen vermuten, dab 
in einer glykogenarmen Leber die gebildete Ketonmenge am 
eréBten ist; allerdings wurde gerade in diesen Versuchen eine 
gréBere Butyratmenge zugesetzt, und sichere Schliisse kénnen in 
dieser Hinsicht nicht gezogen werden. Der griBte Teil des iibrigen 
Butyrats wird zu Kohlenhydraten umgewandelt, und der D:N-Quo- 
tient kann nach Zusatz von Butyrat auf etwa 20 steigen. Der 
gebildete Zucker sammelt sich teilweise im Blut an; Fig. 1 zeigt 
10 die Blutzuckerkurve aus Versuch 50 als Beispiel, in der der An- 
stieg nach Zusatz des Butyrats sehr deutlich ist. In einigen Ver- 
suchen wurden auBerdem noch Kohlenhydrate als Glykogen in 
der Leber abgelagert. In diesen Versuchen ist die Berechnung der 
Zuckerbildung etwas unsicher, da die analysierten Gewebsproben 
zeigen, daB das Glykogen beim SchluB des Versuches nicht gleich- 
miBig in der Leber verteilt ist. Wir haben zwei oder drei Proben 
an verschiedenen Stellen der Leber genommen und den Mittelwert 
hieraus benutzt. Bei Beginn der Durchstrémung kann aber mit 
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einer gleichmaBigen Verteilung des Glykogens gerechnet werden: 
die Versuche 57 und 58, in denen die Glykogenproben unmittelbar 
nach dem Beginn der Perfusion entnommen wurden, zeigen, dab 
die geringe, in der Leber vorhandene Glykogenmenge nicht die 
Ursache des hohen D: N-Quotienten sein kann, selbst wenn man 
mit einer Abgabe des gesamten Glykogens ans Blut rechnet. 
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In einem einzelnen, technisch schlechten Versuch mit Zusatz 
von Buttersiure wurde in der Versuchsperiode ein D : N-Quotient 
von 40 gefunden. 


Im Versuch 60, wo Adrenalin dem Perfusionsblut zugeleitet | 


wird, oder Versuch 58, wo es sich um die Leber einer pankreat- 
ektomierten Katze handelt, ist die Ketonbildung und Zuckerbildung 
aus dem Butyrat nicht gréBer als gewéhnlich. 

Man kénnte in Ubereinstimmung mit der Auffassung von 
van Geelmuyden annehmen, daB alles Butyrat zu f-Oxybutter- 
siure verwandelt und ein Teil hiervon wieder zu Kohlenhydraten 
aufgebaut wird. Dies scheint aber nicht der Fall zu sein. In 
Versuch 30 wurden 300 mg #-Oxybuttersiure zum Perfusionsblut 
zugesetzt. Die Zuckerbildung iiberstieg nicht die iiblichen Werte 
(173 mg) und der D:N-Quotient war nur 5,0. Nach einer Vor- 
periode von 30 Minuten wurden in Versuch 67 500 mg f-Oxy- 
buttersiure zugefiigt, und die Blutzuckerkurve steigt unabhingig 
von dem Zusatz ganz gleichmiBig. Der D: N-Quotient war waihrend 
der Versuchsperiode 6,9. In zwei anderen Versuchen wurde zur 
Durchstrémung ketonreiches Blut angewendet, das wir durch 
Perfusion einer mit Phlorrhizin behandelten Katzenleber erhalten 
hatten. Der D: N-Quotient lag bei 5,0 und 5,4. Diese D: N-Quo- 
tienten sind nicht héher, als die gewéhnlich bei der Perfusion 
vorhandenen. Es ist daher wahrscheinlich, da8B die Zuckerbildung 
aus dem Butyrat ohne £-Oxybuttersiiure als Zwischenglied erfolgt. 
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In den 4 Versuchen, wo die Milchsiure bestimmt wurde, ist 
nur in Versuch 58 ein deutlicher Anstieg im Milchsiuregehalt 
vorhanden. In Versuch 51 und 88 ist der Anstieg nur gering und 
in Versuch 86 wurde ein Absinken beobachtet. Diese Ergebnisse 
erlauben wohl kaum SchluSfolgerungen, in wie hohem Grade die 
Zuckerbildung iiber Milchsiure geht. 

In 3 Versuchen wurde der Perfusionsfliissigkeit um 0,50 Uhr 
500mg Kaprylséure zugesetzt. Da die Beschaffung des Natrium- 
salzes nicht méglich war, wurde die Siure verwendet, die in 5 bis 
10 ccm Wasser homogen emulgiert worden war. Hierbei lieB sich 
eine Beschidigung der Leber nicht vermeiden; nach AbschluB des 
Versuches war das Organ etwas fleckig und das Perfusionsblut 
ziemlich stark himolysiert. In den Oxygenatoren hatte sich ein 
brauner Niederschlag gebildet, und es trat eine voriibergehende 
Blutdrucksteigerung auf. Die Funktion der Leber wird also in 
gewisser Hinsicht wohl erheblich herabgesetzt gewesen sein (Tab. 2). 


In diesen Versuchen wurde bei einer erheblichen Steigerung 
des Sauerstoffverbrauches und einem Abfall im RQ. eine Keton- 
bildung von 70—90 mg aus der Kaprylsiiure beobachtet. Wenn 
die Ketonbildung aus der Kaprylsiure auf dem Wege der f-Oxy- 
dation vor sich ginge, miiBte sie nach folgender Gleichung erfolgen: 


C,H,,COOH + 6'/, 0, = CH,;CHOHCH,COOH +4 CO, +4H,0. 


Dieser ProzeB hat einen RQ. von 0,61. Der Abfall im respira- 
torischen Quotienten bis auf 0,38 und 0,43, wie er in den Ver- 
suchen beobachtet wird, la4Bt sich daher nicht so erkliren, und 
man muB annehmen, da8 auf jedes Mol. Kaprylsiure 2 Mol. Keton 


entstehen: 
C,H,,COOH + 20, = 2 CH,CHOHCH,COOH. 


Dieser ProzeB hat den RQ.=O und kann daher den Ge- 
samt-RQ. des Organs recht wesentlich erniedrigen. Die vorliegenden 
Resultate stiitzen die in der vorhergehenden Mitteilung geiuBerte 
Vermutung, daf die Fettsiuren primir zu Ketten mit 4 C-Atomen 
abgebaut werden. 

Es gelang nicht, eine Steigerung der Zuckerbildung nach 
Zusatz der Kaprylsiure nachzuweisen. Der D:N-Quotient ist 
nicht héher als man es sonst bei der Perfusion beobachtet. 
Vielleicht hat dies seine Ursache darin, daB die erheblich ge- 
schidigte Leber entweder nicht sehr viel Kaprylsiure gespalten 
hat, oder aber nicht imstande war, die 4gliedrigen Ketten zu 
Kohlenhydraten aufzubauen. 
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Der Weg, den eine solche 4gliedrige Kohlenstoffkette bis 
zur Bildung eines Kohlenhydrats durchlauft, ist unbekannt, aber 
es gibt einige experimentelle Anhaltspunkte, die andeuten, wie 
diese Umbildung vor sich gehen kénnte. 


Zufubr von Bernsteinsiure verursacht bei phlorrhizinvergifteten Tieren 
eine groBe Ausscheidung von ,,Extrazucker‘ [Ringer, Frankel, Jonas 
(1913)] und Apfelsiiure bewirkt beim Diabetiker eine erhéhte Zucker- 
ausscheidung. Bernsteinsiure ist wahrscheinlich iiberhaupt ein im inter- 
mediiren Stoffwechsel sehr wichtiger Stoff, der sehr leicht oxydiert wird und 
das ihm entsprechende Enzym, die Succinodehydrogenase, ist sehr verbreitet 
und stabil. Durch die Einwirkung der Succinodehydrogenase wird Fumar- 
siure gebildet, die teilweise zu Apfelsiure wird. Besonders Leber-, Muskel- 
und Nierengewebe kénnen leicht Bernsteinsiiure oxydieren; diese Eigenschaft 
wird durch Cyanid gehemmt, wihrend die Umwandlung von Fumarsiiure 
zu Apfelsiure hiervon unbeeinfluBt bleibt. [Thun berg (1909—1910), Batelli 
und Stern (1911), Einbeck (1919), Wieland (1922), Knoop und Gehrke 
(1925), Clutterbuck (1927), Wertheimer (1928).] Die weitere Umwandlung 
der Apfelsiiure ist unsicher. Nach Knoop kénnte man annehmen, dab 
Oxalessigsiiure entsteht, aus der durch Abspaltung von CO, Brenztrauben- 
siure gebildet wird, wodurch die Méglichkeit einer Kohlenhydratsynthese 
gegeben wiire: 


COOH COOH COOH 
| | | 
CH, CH CHOH 
| (+0) —> (+H,O) = | ° (40) 
CH, CH CH, 
| | | 
COOH COOH COOH 
Bernsteinsiure Fumarsiure Apfelsiure 
COOH 
| COOH 
CO | 
“4 (+ H,O) > CO 
CH, | 
| CH, 
COOH 
Oxalessigsiure Brenztraubensiure 


Hiernach kénnte man also vermuten, dab die Bernsteinsiure 
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ein wichtiges Zwischenglied fiir die Umwandlung der Fettsiuren 
zu Kohlenhydraten ist. 

Benoy und Elliott (1937) haben zwar beim Zusatz von 
Bernsteinsiure, Fumarsiiure oder Apfelsiiure zu Lebergewebe von 
Ratten keine Koblenhydratbildung gefunden, wahrend sie eine 
solche bei Zufiigung von Milchsiure und Brenztraubensiure beob- 
achteten; es handelt sich aber einerseits nur um sehr wenige 
Versuche, die nur mit einer Konzentration des betreffenden 
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Stoffes ausgefiihrt sind, und in den anderen Versuchen ist die 
Konzentration von groBer Bedeutung fiir die Kohlenhydratbildung. 
andererseits besagt der negative Ausfall derartiger Gewebeversuche 
natiirlich nicht, daB diese Prozesse nicht im Organismus ablaufen. 
Wie friiher erwaihnt, ist sichergestellt, daB Bernsteinsiiure zu 
Kohlenhydraten umgewandelt werden kann und es ist wahrschein- 
lich, daB diese Umwandlung in der Leber vor sich gehen kann. 
In dem im folgenden beschriebenen Versuch (Tab. 3) wurde Bern- 
steinsiure dem Durchstrémungsblut zugesetzt. Der D: N-Quotient, 
der im Zeitraum vor dem Bernsteinsiurezusatz 3,3 ist, steigt nach 
der Zufiigung auf 16,8; die Blutzuckerkurve (Fig. 2) zeigt den 
Anstieg im Blutzucker. Wenn der D:N-Quotient fiir die Stunde 
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unmittelbar nach der Zufiigung berechnet wird, so liegt dieser 
sogar bei 42,0. Bei der Berechnung des Quotienten wurde be- 
riicksichtigt, daB die Leber etwas Zucker abgegeben hat. Aus der 
Hohe des RQ. sieht man, da8B ein Teil der Bernsteinsiure ver- 
brannt wird. 


In Ubereinstimmung mit der Knoop schen Theorie des Abbaus der 
Fettsiiuren nehmen Knoop und Gehrke (1925) an, daB sich 2 Mol. der 
bei der 6-Oxydation entstehenden Essigsiure unter Bildung von Bernstein- 
siure vereinigen. 





Allerdings ist bisher der Nachweis einer solchen Synthese nicht ge- 
lungen. In den Versuchen von Knoop und Gehrke, wo Essigsiure bei 
Korpertemperatur mit Superoxyd oxydiert wurde, entstand eine kleine Menge 
von Stoffen mit 4 C-Atomen. Weinsiiure konnte nachgewiesen werden, aber 
Bernsteinsiiure fand sich nicht. 

Vielleicht ist aber die Umwandlung von Buttersiure zu Bernstein- 
siiure wahrscheinlicher. Dies wiirde eine Oxydation des endstindigen 
C-Atoms in der y-Stellung voraussetzen, was auch keineswegs unwahrschein- 
lich und unbekannt ist. Oxydationsversuche mit H,O, in vitro haben oft einen 
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Kinblick in Prozesse verschafft, die im Organismus ablaufen. Raper (1914 
zeigte, daB H,O, die «-Methylbuttersiure zu Methylbernsteinsiure oxydiert. 


CH,—CH,—CHCH,—COOH ---» COOH—CH,—CHCH,—COOH. 


Cahen und Hurthley (1917) oxydierten Buttersiure mit H,O, und 
fanden, daB Bernsteinsiure in einer Menge entsteht, die 50°/, des theoretisch 
méglichen Wertes erreicht. 


CH,—CH,—CH,—COOH -——> COOH—CH,—CH,—COOH. 


Stearinsiure, Palmitinsiiure und Myristinsiiure werden nach Clutter- 
buek und Raper (1925) durch H,O, sowohl in der #- als auch in der 
y-Stellung oxydiert. Oenantsiure und Kaprylsiure werden in der @-, y- und 
)-Stellung oxydiert, und bei weiterer Oxydation der y- und )-Ketonsiuren 
entsteht Bernsteinsiure; die Kohlenstoffkette wird also zwischen dem y- und 
)-Kohlenstoffatom unterbrochen und 4 Kohlenstoffatome abgespalten. 

Es findet sich auch eine theoretische Méglichkeit fiir die Bildung von 
Zucker aus Ketonkérpern. Eine experimentelle Stiitze hierzu liegt aber 
nicht vor. Bei Oxydation der $-Oxybuttersiure fand Dakin (1908): Acet- 
essigsiure, Aceton, Acetaldehyd, Essigsiure, Ameisensiure und Kohlen- 
siure.e Clutterbuck und Raper (1926) fanden bei Oxydation der Acet- 
essigsiure: o-Hydroxyacetessigsiure, die nach Annahme der Verfasser im 
Organismus zu Diketobuttersiiure und weiter zu Essigsiure und Glyoxyl- 
siure oder zu Methylglyoxal- und Kohlensiiure umgebildet werden kann. 
Aus mehreren dieser Zwischenprodukte kénnten Kohlenhydrate entstehen. 


Nach den vorliegenden Versuchen méchten wir annehmen, 
daB die Fettsiuren mit paariger Anzahl von C-Atomen zu Butter- 
siiure abgebaut werden. Diese wird teilweise in der (-Stellung 
unter Bildung von #-Oxybuttersiure, teils in y-Stellung unter 
Bildung von Bernsteinsiure oxydiert, aus der wiederum iiber 
Fumarsiure, Apfelsiure, Oxalessigsiure und Brenztraubensiure 
Kohlenhydrate gebildet werden kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Die isolierte Katzenleber wurde kiinstlich durchstrémt. 

2. Wenn dem Perfusionsblut Butyrat zugesetzt wird, werden 
etwa 20°/, hiervon zu Ketonkérpern umgewandelt und aus dem 
iibrigen Butyrat entstehen Kohlenhydrate. Der D:N-Quotient 
kann héher als 20 werden. 

3. Zufiigung von Ketonkérpern zum Perfusionsblut steigert 
die Kohlenhydratbildung nicht. 

4, Hingegen erhéht Bernsteinsiure die Kohlenhydratbildung 
erheblich. Der D:N-Quotient steigt bis auf 42,0. Ein Teil der 
bernsteinsiure verbrennt. 

5. Bei Zusatz von Kaprylsiure entstehen Ketonkérper. Der 
respiratorische Quotient fallt hierbei sehr stark und die Keton- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 11 
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bildung geht so vor sich, daB aus jedem Mol. Kaprylsiure 2 Mol. 
Ketonkérper gebildet werden. 

6. Fettsiuren mit paariger Anzahl von Kohlenstofiatomen 
werden wahrscheinlich zu Butyratketten abgebaut. Aus dem Butyrat 
entsteht durch f-Oxydation #-Oxybuttersiure und durch y-Oxy- 
dation Bernsteinsdéure, die iiber Fumarsiure, Apfelsiure, Oxal- 
essigsiure und Brenztraubensiure zu Kohlenhydraten umgewandelt 
werden kann. 
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Beitrag zur Konstitutionsermittlung des Tachysterins. 


Von 


W. Grundmann, 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Januar 1938.) 


Fiir das Tachysterin wurde auf Grund der bisherigen Unter- 
suchungen und Ergebnisse’) die nachfolgende Formel I als wahr- 
scheinlich angegeben. 


CH, CH, 
| | 
CH—CH—CH— cH-cH, 
CH, | \CH, 
I CH, a 
uae | 
0/ SN 


Nach den abschlieBenden Arbeiten zur Konstitutionsermitt- 
lung des Vitamins D,”) schien es jedoch nicht ausgeschlossen, daB 
Vitamin D, und Tachysterin cis-trans-Isomere seien. Diese Frage 
sollte nun dadurch geklirt werden, da die fiir das Vitamin D, 
ausgearbeiteten Versuche auf das Tachysterin iibertragen wurden, 
um vielleicht gleiche oder iubnliche Spaltstiicke zu fassen, vor 
allem aber, um auch fiir das Tachysterin eine Methengruppe 
nachzuweisen. 

Die Untersuchungen ergaben, da im Gegensatz zum Vitamin D, 
aus dem Tachysterin durch Ozonisation kein Formaldehyd ab- 
gespalten wird, so daB die im Vitamin vorhandene Methengruppe 
im Tachysterin nicht vorliegt. Vitamin D, und Tachysterin sind 
demnach keine cis-trans-Isomere. Mit diesem Befund steht die 
hypothetische Formel I fiir das Tachysterin in Einklang. 

Die direkten Abbauversuche am Vitamin D, hatten weitere 
wichtige Ergebnisse gebracht: durch Oxydation mit Kalium- 
permanganat und Chromsiure waren das Keton C,,H,,O und 
durch Ozonisation die Ketosiure C,,H,,O, und schlieBlich noch 
11* 
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der Aldehyd C,,H,,0 erhalten worden. Wenn nun, wie im Vitamin, 
auch im Tachysterin (gemaB Formel I) die Lage der Doppe'- 
bindungen O,/C, und C,/C, der Wirklichkeit entsprach, so hitie 
der oxydative Abbau die vom Vitamin her bekannten Spaltstiicke 
liefern miissen. Aus dem Tachysterin konnte keiner dieser Stofic 
isoliert werden. Vorsichtig ausgedriickt besagt dieses, daB unter 
den Versuchsbedingungen (mit einigen geringen Abweichungen), 
unter denen aus dem Vitamin D, verschiedene eindeutige Spalt- 
stiicke zu fassen sind, das beim Tachysterin nicht der Fall ist. 
Wihrend auch bei allen Reaktionen am Vitamin D, allgemein 
sehr viele neutrale Produkte entstanden, wurden beim Tachy- 
sterin in erster Linie nur saure Anteile gebildet. 

Vor einiger Zeit waren von Laucht*) im hiesigen Labo- 
ratorium Versuche am ‘Tachysterin-citraconsiure-addukt unter- 
nommen worden. Ks sollte festgestellt werden, ob durch Dehy- 
drierung bzw. Ozonisation aus diesem Addukt vielleicht die gleichen 
Produkte zu erhalten waren wie aus dem Vitamin D,-malein- 
siure-addukt. Laucht hat keinen krystallisierten Stoff isolieren 
kénnen. Die Anlagerung der Citraconsiure muBte demnach anders 
erfolgen als beim Vitamin D,. Nach der vorliufigen Formulie- 
rung (I) fiir das Tachysterin kommen aus sterischen Griinden fiir 
die Anlagerung nur die Doppelbindungen zwischen C,/C, und 








C,/C, in Frage (II): R 
CH, | 
CH, | 
I in i 
| A 
H Yh 


ae 


Nach dieser Formulierung ist einzusehen, daB durch Dehy- 
drierung bzw. Ozonisation niemals ein Stoff zu erhalten ist wie 
durch die gleichen Reaktionen aus dem Vitamin-maleinsiure- 
addukt. Es ist weiterhin zu ersehen, daB durch Ozonisation 
die Doppelbindung C,/C, wohl gelést wird, daB aber durch die 
C—C-Briicke 5—8 das Molekiil an dieser Stelle nicht zu trennen 
ist. Dazu miiBte die C-—C-Briicke von 5 nach 8 eine Doppel- 
bindung haben. 

Aus diesen Uberlegungen heraus wurde versucht, statt Citra- 
consiure Acetylen-dicarbonsiure-dimethylester zu addieren. Das 
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o Stunden bei Zimmertemperatur. 
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Addukt entstand in normaler Reaktion schon in der Kialte, doch 
es krystallisierte nicht. Erst die Veresterung der Hydroxylgruppe 
mit Essigséure-anhydrid fihrte zu einem schén krystallisierten, 
Stoff vom Schmelzp. 137° Das Addukt gab gut stimmende 
Analysenwerte gemaB der Summenformel C,,H,,0,. Dieses Addukt 
wurde nun in je einem Versuch mit Ozon und mit Kalium- 
permanganat behandelt. Leider erfiillten sich die an diesen Ab- 
bau geknipften Hoffnungen nicht. Aus den Reaktionsprodukten 
konnte weder ein saures noch ein neutrales krystallisiertes Spalt- 
stiick isoliert werden, und es mangelte schlieBlich an Material, 
um die Versuche mit einem gréBeren Ansatz wiederholen zu 
kiénnen. Das soll nachgeholt werden, sobald die Materialschwierig- 
keiten behoben sind. 

Die bisherigen Ergebnisse zur Konstitutionsermittlung des 
Tachysterins, vor allem die Tatsache, daB aus dem Tachysterin 
beim oxydativen Abbau nicht gleiche Produkte entstehen wie 
beim Vitamin, ferner einige noch weiter zu stiitzende experi- 
mentelle Anhaltspunkte und theoretische Uberlegungen lassen es 
zu, die nachfolgende Formel III fiir das Tachysterin ‘einstweilen 
zur Diskussion zu stellen. 


CH, CH, 
| | CH, 
CH—CH=CH—CH—CH 
CH, | CH, 
Pa i a lags 
Il cH, | Ps. a 
Pia a 
fa | 
at Oe Ne 


Herrn Professor Windaus habe ich fiir die Férderung der 
Arbeit sehr zu danken. 


Versuch zur Abspaltung von Formaldehyd aus dem Tachysterin 
durch Ozonisation. 


Entsprechend den Angaben iiber die Abspaltung von Formaldehyd 
aus dem Vitamin D, wurde auch das Tachysterin in drei Ansiitzen ozonisiert: 

1. 1 g Tachysterin-acetat in 50 ccm Eisessig 2'/, Stunden bei Zimmer- 
temperatur. 


2. 800 mg Tachysterin-4-methyl-3,5-dinitro-benzoat in 40 cem Chloro- 
form 2 Stunden bei etwa 15°. 


3. 2g Tachysterin-4-methyl-3,5-dinitro-benzoat in 100 cem Eisessig 
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Nach der Wasserdampfdestillation des aufgespaltenen Ozonids konnte 
im Destillat kein Formaldehyd als Dimedonderivat nachgewiesen werden. 


Addition von Acetylen-dicarbonsaure-dimethylester 
an Tachysterin-acetat. 


1,8 g Tachysterin wurden mit Pyridin und Essigsiure-anhydrid acety- 
liert; das dlige Acetat wurde in wenig Methanol aufgenommen und mit 
einer alkoholischen Lésung von 800 mg Acetylendicarbonsiure-dimethy] 
ester tropfenweise versetzt. Wihrend der Reaktion wurde die Lésung durch: 
Eis gekiihlt. Nach 2 tigigem Stehenlassen krystallisierte aus der eingeengten 
Lésung das Anlagerungsprodukt aus. Es wurde aus 80°/,igem Alkoho] 
umkrystallisiert und zeigte sodann den konstanten Schmelzpunkt von 137°. 
Ausbeute etwa 35—40 °/, d. Th. 


5,210 mg Subst.: 14,190 mg CO,, 4,160 mg H,0. 
C,,H,.0, Ber. C 74,43 H 9,02 Gef. C 74,28 H 8,98. 
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Uber die Porphyrine 
bei einem Fall von Porphyrie ohne Porphyrinurie. 
Von 


Wilhelm Grotepass und André Defalque. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Klinik fiir innere Medizin der Universitaét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1938.) 


In einer kurzen Mitteilung’) haben wir vor einiger Zeit tiber 
einen bemerkenswerten Fall von Porphyrie berichtet. Wie aus 
der angefiihrten Veréffentlichung zu ersehen ist, handelte es sich 
um einen Patienten, der seit 1935 an Hydroa litt. Wadahrend 
einiger Zeit wurde in der Universitiitsklinik in Leiden eine be- 
deutende Porphyrinurie beobachtet, die ab und zu von Bauch- 
schmerzen begleitet wurde. Seit der Aufnahme in hiesiger Klinik 
(12. Dezember 1936) zeigte der entleerte Harn jedoch eine normale 
Firbung. Die weitere Untersuchung ergab, daB der Harn etwa 
die gleichen Porphyrinmengen enthielt, die wir bei gesunden 
Menschen anzutreffen pflegen. 

Im Gegensatz hierzu enthielten jedoch die roten Blutkérper- 
chen 80 Eg Porphyrin an Stelle des normalen Wertes von etwa 
10 Es, wihrend das Serum ohne jede Behandlung im ultravioletten 
Licht deutlich fluoreszierte. Die mit Hilfe der Duodenalsonde 
aufgefangene Gallenfliissigkeit enthielt bei 2 Versuchen 1,2 und 
1,9 mg Porphyrin in 100 ccm. Nach monatelanger Diit, frei von 
Fleisch und Gemiise, enthielten die Faeces immer groBe Mengen 
Porphyrin. 

Wahrend die Ausscheidung der Porphyrine mit der Galle 
und den Faeces wihrend der Dauer eines Jahres regelmiBig sehr 
stark war, wurden die Mengenverhiltnisse im Blut wieder normal. 
Auch aus dem Serum konnte kein Porphyrin mehr extrahiert 
werden. Direkte Bestrahlung mit Sonnenlicht und Héhensonne 
hatten keinen Kinflu8 auf die Konzentration der Porphyrine im 
Blut, Harn, in der Gallenfliissigkeit und in den Faeces. Nur 
wihrend der Dauer von 8 Tagen, wiihrend der der Patient bei be- 
wolktem Himmel im Garten kérperliche Arbeit leistete, stieg der 
Porphyringehalt im Urin, um bei Ruhe wieder die normalen Werte 
zu erreichen. 
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Es erschien uns wiinschenswert, die Porphyrinausscheidun: 
bei diesem Patienten genauer zu studieren, zumal wir vor einigen 
Jahren einen &hnlichen Fall von Porphyrinimie ohne Porphyrinurie 
beobachten konnten?), den wir jedoch wegen duferer Umstinde 
nicht so griindlich haben bearbeiten kénnen. 

Es gelang uns mit Hilfe der Ather—Salzsiurefraktionierunc 
nach Willstatter und Mieg*) und der chromatographischen 
Methode aus den Faeces dieses Patienten 4 Porphyrine zu isolieren 
und diese als Methylester zu krystallisieren. 


1. Kopro-porphyrin I-tetramethylester mit dem Schmelzp. 242 bis 
243° (unkorr.). 

2. Kopro-porphyrin II-tetramethylester mit dem Schmelzp. 147° 
und 169° (unkorr.). 

3. Meso-porphyrin [X-dimethylester mit dem Schmelzp. 210° 
(unkorr.). 

4. Proto-porphyrin IX-dimethylester als Kupfer-Komplexsalz mit 
dem Schmelzp. 215—217°. 
Deutero-porphyrin konnte auch in Spuren nicht nachgewiesen 
werden. 


Die Isolierung des Meso-porphyrins bereitete anfanglich be- 
sondere Schwierigkeiten, da es bisher noch nicht in biologischem 
Material aufgefunden worden war. 

Beim Niederschreiben dieser Veréffentlichung kommt uns 
jedoch gerade eine Mitteilung von K. Zeile und B. Rau‘) in die 
Hinde, in der die Isolierung von Meso-porphyrin [X aus Menschen- 
kot beschrieben wird. Es wird daher in Zukunft unerliBlich sein, 
in allem biologischen Material auch nach diesem Porphyrin zu 
fahnden. 

Wir versuchten eine Antwort auf die Frage zu erhalten, ob 
vielleicht das Meso-porphyrin im Darm unter dem EinfluB von 
Bakterien sekundir aus dem Proto-porphyrin entstanden sei. Zu 
diesem Zweck untersuchten wir 250 ccm Galle. Durch wieder- 
holte Anwendung der Methode von Willstatter und Mieg wurde 
Proto-porphyrin von den anderen Porphyrinen geschieden. Wir 
brachten die vom Proto-porphyrin befreiten Porphyrine in Ather 
und schiittelten mit 25°/,iger Salzsiure aus. Nach Verdampfen 
des restlichen Athers wurde der Salzsiureextrakt mit alkoholfreiem 
Chloroform mehrfach ausgeschiittelt, in den ein groBer Teil der 
Porphyrine iiberging. Das in Chloroform lésliche Porphyrin zeigte 
in Ather und Salzsiiure Absorptionsbanden, die deutlich von denen 
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dung des Proto- und Deutero-porphyrins verschieden waren und mit 
nigen denen des Kopro-porphyrins iibereinstimmten. Leider stand uns 
nurie yon diesem Porphyrin zu wenig zur Verfiigung um den Methyl- 
tande ester zur Krystallisation zu bringen. Dennoch glauben wir es 
| auf Grund des Spektrums und der Léslichkeit in Chloroform, mit 
rung — $Meso-porphyrin zu tun zu haben. Die Wabhrscheinlichkeit ist 
schen daher sehr groB, daB das Meso-porphyrin, wenigstens zu einem 
leren —  roBen Teile, schon auBerhalb des Darmtraktus gebildet wird. 
Kine endgiiltige Lésung dieses Problems versuchen wir durch 
Qbis fF perorale Zufuhr von Proto-porphyrin und Aufarbeitung der Faeces 
zu erbringen. 
147° Da es uns interessierte, ob bei diesem Patienten das Meso- 
porphyrin auch mit dem Harn ausgeschieden wurde, arbeiteten 
210) ° wir den gesamten Urin von 11 Monaten auf. Durch Adsorption 
' an Infusorienerde in schwach essigsaurem Milieu konnten wir 
tt 14 mg Porphyrin isolieren. Es zeigte sich, da8 der Urin keine 

Spur Meso-porphyrin enthielt. Wohl konnten wir folgende Por- 
_— phyrine als Methylester krystallisieren: 

1. Kopro I-tetramethylester mit dem Schmelzp. 244° (unkorr.). 
he. 2. Kopro IlI-tetramethylester mit dem Schmelzp. 146° (unkorr.). 
‘_hem AuBer dem oben erwihnten Material untersuchten wir die 

Fliissigkeit, die sich in den Blasen unter der Haut angesammelt 
uns hatte. Porphyrin lieB sich bei der Extraktion mit EHisessig und 
- die Ather nicht nachweisen. 
hen- Wahrend der Dauer von einigen Monaten erhielt der Patient 
sein. erst taglich und spiter 2mal 2ccm Pernaemon forte, welches uns 
1 zu von der Firma Organon in Oss freundlichst zur Verfiigung gestellt 

wurde, intramuskular eingespritzt. 8 Tage nach der ersten Kinspritzung 
, ob begannen die Blasen auszutrocknen und abzublattern. Die Hinde 
yon & wurden wieder vollkommen normal. Dieser Zustand besteht auch 

Zu heute, nach etwa 6 Monaten, noch. Es ist nicht ausgeschlossen, 
der- | daB die Verabreichung des Leberextraktes einen giinstigen Ein- 
inde f—  flu8 auf die Hautabweichungen ausgeiibt hat, obwohl im Porphyrin- 
Wir stoffwechsel keine Verinderung wahrzunehmen war. 
ther ff 
ofen Versuchsteil. 
jem Patient P. Kwarten, 27 jihriger Eisenbetonarbeiter, z. Zt. arbeitslos, 
der ledig. 16. 12. 1986 Aufnahme ins Krankenhaus mit der Diagnose: Hydroa? 
igte a is 7 ;, 

An den Hinden treten in kurzen Zeitabstinden unabhiingig von ein- 


nen ander serése Blasen auf, die nach einiger Zeit eintrocknen und abblittern. 
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Keine Lichtempfindlichkeit. Normaler Harn von hellgelber Farbe. Mebr- 
fache quantitative Porphyrinbestimmungen ergaben einen Porphyringehalt 
von 0,035mg in der Tagesmenge Harn. Uroporphyrin kann nicht nachgewiesen 
werden. Die Erythrocyten enthielten 80 E, Proto-porphyrin, wihrend man 
bei normalen Menschen 10—15 E, an Das Serum zeigt im filtrierten 
ultravioletten Licht eine deutliche rote Fluorescenz. Die Bestimmung der 
verschiedenen anorganischen und organischen Bestandteile des Blutes zeigte 
nichts Abnormales. 


Verarbeitung der Faeces. Bei entsprechender Diiit des Patienten 
werden die Faeces in Aceton gesammelt. Nach mehrfachem Behandeln der 
Faeces mit Aceton im Mérser werden sie mit Eisessig und Ather wieder- 
holt extrahiert. Der Riickstand wird daraufhin noch einige Male mit Ather 
extrahiert und getrocknet. Die getrocknete Masse wird mit Methanol und 
Salzsiuregas behandelt. Bei der weiteren Aufarbeitung konnte kein Uro- 
porphyrin nachgewiesen werden. 

Der essigsaure Ather wird mit Wasser einige Male gewaschen und 
dann mit 5°/, iger Salzsiure erschépfend ausgeschiittelt, wobei die Porphyrine 
quantitativ in die Salzsiiure tibergehen. 

Da das Waschwasser und vor allem das beim Reinigen der Faeces 
gebrauchte Aceton noch viel Porphyrin enthalten, werden sie weiterhin 
aufgearbeitet. Die gréBte Menge des Acetons wird abdestilliert. Der Riick- 
stand wird mit dem Waschwasser vereinigt und nach Zufiigen von etwas 
Eisessig mehrere Male mit Ather ausgeschiittelt. Die aus dieser Fraktion 
mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelten Porphyrine werden mit dem oben 
erwihnten Extrakt vereinigt. Nach nochmaliger Reinigung iiber Ather 
wird die 5°/, ige Salzsiiure einige Zeit auf dem Wasserbad erwiirmt, um den 
Ather zu vertreiben. Die Salzsiiure wird durch eine 0,2 em dicke Schicht 
Taleum filtriert und mit 10°/, iger Salzsiiure nachgewaschen, bis diese farb- 
los durchliiuft. Bei dieser Aufarbeitung entfernt man einen groBen Teil 
stérender Farbstoffe, die von dem Taleum adsorbiert werden. Das schén 
rot gefirbte Filtrat wird noch 3mal iiber Ather gereinigt. 


Anwendung der chromatographischen Methode. Als Adsorptions- 
mittel wird gegliihte Infusorienerde verwendet. Die Infusorienerde wird 
mehrere Male mit warmer 5°/,iger Salzsiiure behandelt, bis die letzten 
Spuren Eisen entfernt sind. 

Bei Filtration der Porphyrine in 5°/, iger Salzsiure durch eine 15 cm 
lange Siule werden in der obersten Schicht braune Farbstoffe adsorbiert, 
wihrend sich etwa 3 cm tiefer ein roter Farbstoff abscheidet. Das Filtrat 
ist zuniichst wasserhell, wird jedoch alsbald rot. Man wischt mit 5°/,iger 
Salzsiiure so lange nach, bis das Filtrat wieder farblos wird. Bringt man 
das Filtrat in essigsaurem Milieu in Ather, so zeigt sich, daB nur noch 
eine geringe Spur Proto-porphyrin spektroskopisch nachweisbar ist. Nach 
2 maliger Wiederholung der Filtration durch Infusorienerde in 5 °/,iger Salz- 
siiure ist auch die letzte Spur des Proto-porphyrins entfernt. 

Jetzt wird der Proto-porphyrin-freie Extrakt nach der Methode von 
H. Fischer in Ather gebracht und dieser mit 25°/,iger Salzsiure aus- 
geschiittelt. Die Salzsiiure wird durch Erwirmen vom Ather befreit und 
so oft mit alkoholfreiem Chloroform ausgeschiittelt, bis dieser farblos bleibt. 
Nach Verdampfen des Chloroforms im Vakuum bleibt im Kolben ein dunkel- 
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brauner Farbstoff. Dieser wird im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet und danach mit Methanol und wasserfreiem Salzsiuregas verestert. 
Bei der weiteren Aufarbeitung nach den bekannten Methoden erhdlt man 
nach 2maligem Umkrystallisieren aus Chloroform und Methanol schéne 
Krystalle, welche bei 210° schmelzen. Zur Mischschmelzpunktbestimmung 
wurde nach der Mikromethode von H. Fischer und F. Kég15) eine kleine 
Menge Meso-porphyrin bereitet und dieses nach der oben genannten Methode 
yerestert. Der Dimethylester zeigte nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
einen Schmelzpunkt bei 211°. Der aus den Faeces isolierte Stoff gab mit 
Meso-porphyrin-IX-Dimethylester keine Depression (Mischschmelzp. 210 bis 
211° unkorr.). 

Im grofen Gitterspektroskop nach Léwe-Schumm von der Firma 
C. Zeiss wurden die Spektren der beiden Meso-porphyrine in Salzsiure und 
essighaltigem Ather, ferner die Spektren der Dimethylester in Chloroform 
iibereinander projektiert. Es zeigte sich vollkommene Identitiit in der Lage 
der Spektralbanden. 


a) Spektrum in 5 °/,iger Salzsiiure: 
Maxima: I. 592,3 uu If. 573,1 uu IIT. 550,4 wu. 
b) Spektrum in Ather: 
Maxima: I. 623,2 uu IT. 568,5 wu 
Ill. 527 wu IV. ungefibr 495 uu. 
c) Spektrum des Dimethylesters in Chloroform: 


Maxima: I. 621,8 uu IT. 566,2 uu 
III. 532,7 wu IV. ungefihr 495 uu. 
Die Elementaranalyse stimmt auf den Dimethylester des Mesopor- 
phyrins. 
3,210 mg Subst.: 8,360 mg CO,, 1,940 mg H,O, 0,007 mg Riickstand. 


- 3,357 mg Subst.: 0,272 cem N (21,5°, 755 mm). — 3,407 mg Subst.: 
2,640 mg AgJ. 
C,,H.O.N, Ber. C 72,68 H712 N9,42 OCH, 10,48 
Gef. ,, 71,18  ,, 6,78  ,, 9,32 , 10,24. 


Die durch Ausschiitteln mit Chloroform von Meso-porphyrin befreite 
Salzsiiure wird mit Natriumacetat essigsauer gemacht und mit Ather aus- 
geschiittelt. Der gewaschene Ather wird daraufhin mit 0,8 °/,iger Salz- 
siure extrahiert, wobei alle Porphyrine in die Siure gehen. Die Salzsiiure- 
Losung wird daraufhin durch eine 15cm hohe Siule von Infusorienerde 
filtriert. Das Filtrat, welches zuerst farblos ist, wird alsbald rot. Man 
spilt mit 0,8 °/,iger Salzsiiure so lange nach, bis das Filtrat wieder farblos 
ist. Daraufhin wird so lange destilliertes Wasser durch die Adsorptions- 
siiule geschickt, bis das Filtrat neutral reagiert. An der Infusorienerde 
bleibt ein Teil der Porphyrine adsorbiert, der mit 0,1 °/,iger Natronlauge 
leicht in Lésung zu bringen ist. 

Das salzsaure und das alkalische Filtrat wird jedes fiir sich nach der 
Fischerschen Methode weiter verarbeitet. 

Das Porphyrin aus dem salzsauren Filtrat war dunkelbraun, wihrend 
das Porphyrin aus dem alkalischen Filtrat hellbraun gefirbt war. 














160 Wilhelm Grotepass und André Defalque, 


Veresterung des Porphyrins aus dem salzsauren Filtrat, 
Das Porphyrin wird mit Methanol und Salzsiuregas verestert. Aus Methanol- 
Chloroform resultieren schéne Krystalle, die in ihrer Form dem Kopro- 
porphyrin III-tetramethylester gleichen. Schmelzpunkt nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren 148° (unkorr.). Der Mischschmelzpunkt mit Kopro-por- 
phyrin II[-tetramethylester zeigt keine Depression. 

Die Elementaranalyse stimmt auf den Tetramethylester eines Kopro- 
porphyrins. 

4,860 mg Subst.: 12,020 mg CO,, 2,870 mg H,O, 0,011 mg Riickstand. — 
2,814 mg Subst.: 0,198 cem N (23°, 751 mm). Bei der Berechnung wurde 
der Riickstand abgezogen. 

C,oHyOsN, Ber. C 67,57 H 6,53 N 7,89 
Gef. ,, 67,60 » 6,62 »» 8,02. 

Nach der bekannten Methode stellten wir auch die Kupferkomplex- 
verbindung des Kopro-porphyrin-methylesters dar. Schmelzp. 205—206° 
(unkorr.). 

4,623 mg Subst.: 10,685 mg CO,, 2,430 mg H,O. — 3,157 mg Subst.: 
0,198 eem N (21°, 758 mm). — 8,400 mg Subst.: 3,925 mg AgJ. — 2,178 mg 
Subst.: 0,267 mg CuO. 


C,oH,,0,N,Cu 
Ber. C 62,19 H5,74 N 7,26 OCH, 16,07 Cu 8,23 
Gef. ,, 68,08 ,,5,88  ,; 7,27 » 15,24 4, 9,82. 


Aus der Elementaranalyse, den Schmelzpunkten und dem Misch- 
schmelzpunkt ergibt sich das Vorliegen von Kopro-porphyrin III-tetra- 
methylester. 

b) Veresterung des Porphyrins aus dem alkalischen Filtrat. 
Das Porphyrin, welches mit 0,1 °/,iger Natronlauge aus der Infusorienerde 
extrahiert wurde, wird ebenfalls mit Methanol und Salzsiuregas verestert. 
Nach Umkrystallisieren aus Methanol-Chloroform sieht man unter dem 
Mikroskop feine, leicht gebogene Nadeln, die an die Krystalle des Kopro- 
porphyrin [-tetramethylesters erinnern. Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren zeigt dieser Ester den Schmelzpunkt bei 243—244° (unkorr.). Mit 
Kopro-porphyrin I-tetramethylester ist keine Depression wahrzunehmen. 

Die Elementaranalyse stimmt auf den Tetramethylester eines Kopro- 
porphyrins. 

4,851 mg Subst.: 12,080 mg CO,, 2,910 mg H,O. — 3,238 mg Subst.: 
0,221 cem N (24°, 751 mm). — 3,449 mg Subst.: 4,395 mg AgJ. 


C,H,0O,N, Ber. C 67,57 H6,58 N 7,84 OCH, 17,47 
Gef. ,, 67,91 ,, 6,71  ,, 7,75 » 16,82. 


Auf Grund der Analyse, dem Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
ergibt sich, daB dieses aus den Faeces isolierte Porphyrin mit Kopropor- 
phyrin I identisch ist. 

Endlich wird das bei der ersten Filtration durch die Infusorienerde 
adsorbierte Porphyrin untersucht. 

Mit einem Messer werden die am obersten Rande der Siule adsor- 
bierten braunen Farbstoffe mechanisch von der restlichen Infusorienerde 
getrennt. Bei Extraktion mit 0,1°/,iger Natronlauge geht das Porphyrin 
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mit brauner Farbe in Lésung. Das Porphyrin wird in essigsaurem Milieu 
mit Ather ausgeschiittelt. 
Spektrum in Ather: 
Maxima: 


I. 632,4 uu IT. 575,3 uu 
Il. 535,1 uu IV. 503,3 wu. 


Mit 5°/,iger Salzsiiure wird das Porphyrin aus dem Ather extrahiert. 
Spektrum in 5 °/,iger Salzsiure: 
Maxima: I. 603 uu Il. 557,4 uu 


Das Porphyrin wird ausgef allt, im Vakuum getrocknet und dann nach 
der bekannten Methode verestert. 


In Chloroform zeigt der Ester folgendes Spektrum: 


Maxima: I. 631,4 up IT. 574,9 uu 
III. 542,4 wu IV. 507,6 wu. 


Trotz aller Bemiihungen konnte der Methylester nicht zur Krystalli- 
sation gebracht werden. Wohl gelang es, die Kupferkomplexverbindung 
in kleinen Krystallen zu erhalten. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Methanol-Chloroform schmolz der Ester bei 216° (unkorr.). Bei der 
Mischschmelzpunktsbestimmung mit der Kupferkomplexverbindung des Proto- 
porphyrin [X-dimethylesters zeigte sich keine Depression. 

Aus den angefiihrten Daten ergibt sich also, daB in den Faeces dieses 
Patienten 4 Porphyrine enthalten sind, und zwar: 


Ill. ungefihr 410 uu. 


2. Meso-porphyrin [X 
4. Kopro-porphyrin III. 


1. Proto-porpbyrin IX 
8. Kopro-porphyrinI und 


Aufarbeitung des Harns. Der Patient schied im Durchschnitt tig- 
lich etwa 1500 cem Urin aus. Hiervon werden tiiglich 50 ccm zur quanti- 
tativen Porphyrinbestimmung verwendet. Zu dem restlichen Harn werden 
6cem Eisessig und 100 g Infusorienerde unter Umriihren zugefiigt. Nach 
Absetzen des Adsorbens wird der iiberstehende Harn vorsichtig abgegossen. 
Zu der Infusorienerde werden tiiglich die erhaltenen Urinmengen mit der 
entsprechenden Menge Eisessig zugefiigt. Diese Prozedur wird 3 Wochen 
lang wiederholt und dann die Infusorienerde abfiltriert. 

Mit schwach ammoniakalischem Athanol konnten die Porphyrine der 
Infusorienerde quantitativ entzogen werden. Diese Methode erforderte 
wenig Zeitaufwand und konnte wiihrend der Dauer von 11 Monaten durch- 
gefiihrt werden. Die ammoniakalischen Filtrate enthielten noch groBe Bei- 
mengungen roter und brauner Farbstoffe. Die Filtrate wurden mit viel 
Wasser verdiinnt, mit Essigsiiure stark angesiuert und dann mehrmals mit 
Ather ausgeschiittelt. Nach mehrmaliger Reinigung iiber Ather konnten 
alle braunen Farbstoffe eliminiert werden. Obwohl in Ather und 5 %/,iger 
Salzsiure nur das Spektrum des Kopro-porphyrins wahrzunehmen war, 
zeigt die salzsaure Liésung noch immer eine blaustichige Beifarbe, die bei 
weiterer Reinigung iiber Ather nicht zu entfernen ist. Die Porphyrine 
werden daher noch 2 mal iiber Essigester gereinigt und mit 1,5 °/, iger Salz- 
siiure ausgeschiittelt. Bei dieser Methode erhilt man nun einen schén rot 
gefirbten Salzsiureextrakt, wihrend die griinblau gefirbten Verunreini- 
gungen im Essigester bleiben. Die Porphyrine werden ausgefiillt, abfiltriert 
und nach Trocknen im Vakuum verestert. Aus Chloroform-Methanol erhiilt 
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man sofort schéne Krystalle vom Typus des Kopro-porphyrin I-tetramethy]- 
esters. Das Filtrat wird vorsichtig eingeengt und einige Zeit im LKis- 
schrank stehen gelassen. Es setzten sich auch hier schéne Krystalle ab, 
die in ihrer Form jedoch an keinen anderen Porphyrinester erinnern. Die 
beiden Krystallisate werden, jedes fiir sich, mehrere Male umkrystallisicrt. 

a) Das aus der urspriinglichen Lésung zuerst krystallisierende Por- 
phyrin schmolz bei 242° (unkorr.) und ergab mit Kopro-porphyrin I-tetra- 
methylester keine Depression. 

b) Der im Filtrat verbleibende Ester wird mehrmals umkrystallisiert 
und zeigte unter dem Mikroskop die charakteristischen Krystalle des Kopro- 
porphyrin I[I-tetramethylesters. Schmelzp. 147° (unkorr.). Der Mischschmelz- 
punkt mit Kopro-porphyrin III-tetramethylester zeigte keine Depression. 

Als Ergebnis von Vorversuchen konnten wir feststellen, daB im Harn 
dieses Patienten weder Uro-, Proto- noch Meso-porphyrin anwesend ist. 

Aus den angefiihrten Daten sehen wir, daB im Urin Koproporphyrin | 
und III vorkommt. Aus quantitativen Messungen konnten wir noch weiter- 
hin feststellen, da8 ungefihr gleiche Mengen Kopro-porphyrin I und III 
ausgeschieden werden. 

Zusammenfassung. 


Bei einem Fall von Porphyrinimie ohne Porphyrinurie, bei 
dem vielleicht eine periodische Ausscheidung der Porphyrine auch 
mit dem Harn vorgelegen hatte, konnten folgende Feststellungen 
gemacht werden. 

1. In den Faeces kommen 4 Porphyrine, und zwar Proto- 
porphyrin IX, Meso-porphyrin IX, Kopro-porphyrin I und Kopro- 
porphyrin III vor. Diese Farbstoffe konnten mit Hilfe der 
Chromatographie voneinander getrennt werden. 

2. Es wurde wahrscheinlich gemacht, daB in der Galle auBer 
Proto- und Kopro-porphyrin auch Meso-porphyrin vorkommt. Der 
letztgenannte Farbstoff diirfte zum Teil wohl schon auBerhalb 
des Darmtraktus im K6rper gebildet werden. 

3. Der Urin enthielt, mit Ausnahme einer kurzen Periode, 
normale Mengen Porphyrin. Dieses Pigment konnte aus ungefahr 
450 Litern Harn isoliert werden. Die weitere Aufarbeitung zeigte, 
daB in dem Harn Kopro-porphyrin I und Kopro-porphyrin LI 
enthalten ist. 

4. Der Porphyringehalt der roten Blutkérperchen und des 
Serums schwankte wahrend der Beobachtungsdauer. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. XI. 


Injektionsversuche an Hunden 
mit Natriumsalzen normaler gesattigter Dicarbonséuren. 


Von 


P. E. Verkade, J. van der Lee und A. J. S. van Alphen. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handelshochschule 
und dem Reichsseruminstitut in Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1938.) 


§1. In Abhandlung VIII dieser Reihe') wurde nachgewiesen, 
daB unter méglichst gleichen Umstinden demselben Hunde peroral 
verabfolgte Natriumsalze normaler gesittigter Dicarbonsiuren in 
einem beim Ansteigen in der homologen Reihe sehr charakteristisch 
abnehmenden MaBe im Harn ausgeschieden werden. Wir haben 
jetzt unsere schon friiher ausgesprochene Absicht verwirklicht, 
diese Versuche zu wiederholen, jedoch in dem Sinne, daB die 
Natriumsalze diesmal durch Injektion zugefiihrt wurden. Bei der 
erstgenannten Untersuchungsweise besteht die Méglichkeit, daB 
die Resultate durch eventuelle Unterschiede in der Resorbierbar- 
keit der Dicarbonsiuren bzw. ihrer Natriumsalze durch die Darm- 
wand beeinfluBt werden; bei den nachstehend zu besprechenden 
Injektionsversuchen ist dies selbstredend ausgeschlossen. 


§ 2. Fiir die betreffenden Versuche dienten die ausgewachsenen ge- 
sunden Hunde Polly (etwa 7 kg, o) und Terry (etwa 9,5 kg, #). Diesen 
wurde wiihrend zweier aufeinanderfolgender Tage 2mal tiglich immer zu 
derselben Zeit (9°30 und 14°30) eine subcutane Injektion von 20 cem einer 
sterilen Lésung des Dinatriumsalzes der zu untersuchenden Dicarbonsiure 
verabfolgt. Die Injektionsfliissigkeiten wurden durch Zusammenbringen der 
reinen Dicarbonsiiure mit der theoretischen Menge einer Natriumcarbonat- 
lisang und darauf folgendes Kochen bis zu védlliger Entfernung der 
freigemachten Kohlensiure erhalten. Sie enthielten immer 0,0103 Mol. Di- 
carbonsiure je 100 cem und werden denn auch immer mit dem Blut nahezu 


1) P. E. Verkade, J. van der Lee, A. J.S. van Alphen u. M. Elzas, 
Proc. Kon. Akad. Wetenschappen Amsterdam 40, 746 (1937); Diese Z. 20, 
47 (1937). 
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isotonisch gewesen sein. Sie waren schwach alkalisch gegeniiber Pheno)- 
phthalein; das py der ausgehend von den in diese Untersuchung bezogenen 
Dicarbonséuren (Cz, Cz, Cy», C,3) bereiteten Injektionsfliissigkeiten war nicht 
nennenswert verschieden, da sowohl die ersten als die zweiten Dissoziations- 
konstanten dieser Siiuren ziemlich wenig voneinander abweichen’). 

Bei diesen Versuchen wurde also der Effekt der Zufuhr diquimolekularer 
Mengen der verschiedenen Dicarbonsiuren verglichen, wihrend dies bei 
der vorigen Arbeit fiir gleiche Gewichtsmengen der Dinatriumsalze, somit 
fiir eine beim Ansteigen in der homologen Reihe stark abnehmende Anzahl 
Dicarbonsiuremolekiile — z. B. betriigt dann bei Adipinsiiure (C,) und 
Brassylsiure (C,,) das Verhiltnis der Anzahl Molekiile 1:0,66 — geschah. 
Das diesmal angewandte Verfahren ist unseres Erachtens fraglos richtiger. 

Die in der Innenfliche des Oberschenkels oder in der Brustgegend 
ausgefiihrten Injektionen verliefen bei der C,-, C,- und C,,-Siure ohne er- 
wihnenswerte Erscheinungen. Bei der C,,-Siure trat an den Injektionsstellen 
bald eine starke Gdematése Schwellung und Rotfirbung der Haut ein. 
Durchweg verschwanden diese Erscheinungen wieder nach Verlauf einiger 
Zeit; vereinzelt bildete sich ein AbszeB, der bei Offnung eine betrichtliche 
Menge eines himorrhagischen, mucopurulenten Exsudats lieferte, in welchem 
keine Dicarbonséiure nachgewiesen werden konnte. Gerade im Hinblick 
auf das Auftreten solcher Erscheinungen schien es uns ratsam, die Injektionen 
iiber keinen lingeren Zeitraum als 2 Tage auszudehnen, da bei langerer 
Fortsetzung die Gefahr immer gré8er werden wiirde, daB die Reihe von 
vergleichenden Versuchen mit verschiedenen Natriumsalzen am gleichen 
Tier vorzeitig abgebrochen werden miiBte. 

Beiliufig sei hier mitgeteilt, daB nach in ganz derselben Weise aus- 
gefiihrten Injektionen des Dinatriumsalzes der C,,-Dicarbonsiure viel 
heftigere Erscheinungen auftreten. Es scheint, daB die toxische Wirkung 
von in dieser Weise, d.h. subcutan verabfolgten héheren Dicarbonsiuren 
beim Ansteigen in der homologen Reihe zunimmt. Es ist wiinschenswert, 
eine diesbeziigliche sorgfiltige Untersuchung anzustellen; sie steht denn 
auch auf unserem Programm. 

Wihrend der verschiedenen Versuche mit demselben Hunde suchten 
wir diesen immer 2mal tiglich zu bestimmten Zeiten zur Aufnahme einer 
nach Zusammensetzung und Gewicht gleichen Nahrung (wihrend der In- 
jektionstage 50 g Hundebrot + 50g mageres Pferdefleisch, danach allein 
50 g Hundebrot) zu bringen. Durch den ziemlich geringen Umfang der 
Rationen ist dies durchweg auch gelungen. Eine solche Regelung der 
Nahrungsaufnahme schien uns bei diesen vergleichenden Versuchen sicher- 
heitshalber erwiinscht, da wir — die Tatsache ist bereits mehrmals erwihnt; 
wir werden in folgenden Abhandlungen hierauf ausfihrlich eingehen — 
beim Menschen im allgemeinen einen bedeutenden Einflu8 von Kohlen- 
hydrataufnahme auf den Grad der nach Verabfolgung von Triundecylin 
eintretenden Diacidurie konstatiert haben. Wasser wurde den Versuchs- 
tieren nach Belieben verabfolgt. Zwischen den aufeinanderfolgenden Ver- 
suchen mit demselben Hunde lag immer ein auskémmlicher Zeitraum, wihrend 
dessen das Tier seine normale Lebensweise wieder aufnahm. 





*) Vgl. z. B. G. L. Voerman, Ree. trav. chim. 28, 265 (1904); R. Gane 
u. C.K. Ingold, J. chem. Soc. 1928, 1598; 1981, 2153. 
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Wihrend der beiden Injektionstage und mebrerer (wenigstens 6) darauf- 
folgender Tage wurde der Harn gesammelt. Die Aufarbeitungsweise des 
Harns und die Isolierung der unverindert ausgeschiedenen Dicarbonséure 
— um hieraus durch $-Oxydation entstandene niedere Dicarbonsiuren haben 
wir uns diesmal nicht gekiimmert — ist bereits an anderer Stelle hinreichend 
beschrieben worden’). 


§ 3. Die nachstehende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die 
erhaltenen Ergebnisse. Infolge der geringen Menge eingespritzter 
Adipinsaure (1,20 g) einerseits und der im Vergleich zu den unter- 
suchten héheren Homologen ziemlich groBen Léslichkeit dieser 
Siure in Wasser anderseits, ist es uns leider nicht gelungen, eine 
einigermaBen exakte Bestimmung der im Harn ausgeschiedenen 
Adipinsiuremenge zu erreichen. Um so weniger war uns dies 
miglich, als diese Menge bei einem Hunde (Polly) ziemlich gering, 
bei dem anderen Hunde (Terry) gering war. 




















Eingespritzt Unverindert ausgeschieden 
5 Hund Polly | Hund Terry 
C, Adipinsiure . . . 1,20 mehrere °/, einige °/, 
(©, Korksiure. .. . 1,43 etwa 66°, etwa 57°, 
C,, Sebacinsiure . . 1,66 » 16%, oo 367, 
C,, Brassylsiure. . . 2,01 nichts nichts 


Bei Vergleichung dieser Resultate mit denjenigen der Ver- 
suche mit peroral zugefiihrten Natriumsalzen *) fallt der Unterschied 
im Schicksale der Adipinsiure auf: im ersteren Falle wird diese 
Siure viel besser und im zweiten Falle etwas schlechter als Kork- 
siure vom Organismus verarbeitet. Es ist uns leider bisher nicht 
velungen, eine wirklich befriedigende Erklirung fiir diesen Gegen- 
satz zu finden. Wir vermuten, daB eine Untersuchung des Schick- 
sales, welches die Natriumsalze bzw. Dicarbonsiuren erst im 
Magen und danach im Darm erleiden, in dieser Beziehung Klar- 
heit bringen kénnte. 

Ubrigens besteht zwischen den Resultaten beider Unter- 
suchungen eine auffallende Ahnlichkeit. Auch jetzt werden wir 
zu dem SchluB gefihrt, daB beim Ansteigen in der homologen 
teihe die,,Verbrennbarkeit“ dieserSauren im Organismus 
schnell zunimmt, und diesmal ist dieser Schlu8, infolge der Art 
der Versuche, wohl unabweisbar. 





3) Vgl. P. E. Verkade u. J. van der Lee, Diese Z. 227, 215 (1934); 
P.E. Verkade, J. van der Lee, A.J. S. van Alphen u. M. Elzas, Proc. 
Kon, Akad. Wetenschappen Amsterdam 38, 945 (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 12 
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Zum UberfluB sei hier noch bemerkt, daB die Untersuchung 
der Natriumsalze beim Hunde Polly in der Reihenfolge C,,, C.,, 
C,, C, und beim Hunde Terry in der Reihenfolge C,,, C,,, C,, C, 
erfolgte, so daB keine Rede davon sein kann, die Resultate derart 
zu deuten, daB die Tiere den Abbau von Dicarbonsiure ,,besser 


lernten“. 


Zur Zeit der Veroéffentlichung der Abhandlung VIII waren uns die 
Resultate der neuesten Stoffwechselversuche mit Natriumsalzen von Dicarbon- 
siuren von K. Bernhard und Fri. M. Andreae‘) noch nicht bekannt, und 
ebensowenig diejenigen der Injektionsversuche mit Monoithylestern von 
Dicarbonsiiuren von K. Bernhard’). Hierdurch erfolgt erst jetzt die Be- 
merkung, daB es uns unverstindlich ist, wie Frl. Andreae‘) noch Zweifel 
an der Richtigkeit der bereits damals in vorliufiger Form’) veréffentlichten 
SchluBfolgerung aus unseren Fiitterungsversuchen fuBern kann. Denn die 
Resultate der soeben zitierten Untersuchungen aus Flaschentrigers 
Institut deuten, obgleich sie auf verschiedene Versuchspersonen oder Hunde 
Bezug haben und nicht immer unter genau vergleichbaren Umstiinden er- 
halten wurden, doch wohl in dieselbe Richtung. Wir wiirden es sehr be- 
griiBen, wenn Flaschentriager c.s. sowohl unsere Fiitterungs- als unsere 
Injektionsversuche wiederholen méchte. 


§ 4. Wir kommen nunmehr zu der Frage nach der Ursache 
der Zunahme der ,,Verbrennbarkeit“ der Dicarbonsiuren beim 
Ansteigen in der homologen Reihe. Bereits in Abhandlung VIII 
wurde bemerkt, daB wir mit dem Ausdruck ,,Verbrennbarkeit“ nur 
sehr im allgemeinen die Verarbeitungsméglichkeit im Organismus 
andeuten wollen, und da unter die Faktoren, welche diese be- 
herrschen, a priori keineswegs ausschlieBlich die ,,Oxydations- 
geschwindigkeit“ der in Frage stehenden Dicarbonsiure eingereilit 
zu werden braucht. 

Mit Hilfe der manometrischen Technik von Barcroft- 
Warburg hat F. P. Mazza®) die Geschwindigkeit der Oxydation 
einiger normaler gesiattigter Dicarbonsaiuren (C,, C,, C,, G, C,, 
C,o, ©,,) durch tiberlebendes Leber- und Nierengewebe des Kanin- 
chens und des Meerschweinchens untersucht. Wir werden diese 
Untersuchungen hier nicht ausfiihrlich besprechen. Mazza for- 
muliert eine Anzahl Schlu8folgerungen, welche gut zu unseren 





4) Fri. M. Andreae, Inaug.-Diss. Univ. Ziirich 1937; K. Bernhard 
u. Fr). M. Andreae, Diese Z. 245, 103 (1937). 

5) Diese Z. 246, 133 (1937). 
6) a. a. O., S. 14. 
) 
) 


7) P. E. Verkade u. J. van der Lee, Ree. trav. chim. 54, 893 (1935). 
8) Arch. Sci. biol. (Ital.) 22, Nr. 3 (1936). 
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eigenen Resultaten und zu unseren Ansichten passen — es sei 
hier nur auf die allerdings etwas vage Folgerung hingewiesen, 
daB ,gli acidi a massa molecolare maggiore sono pit facilmente 
ossidatié — und die denn auch dankbar von uns akzeptiert 
werden wiirde, ware nicht bei uns ernstlich die Frage aufgetaucht, 
ob diese Folgerungen wirklich alle vollkommen durch die schlieB- 
lich doch immerhin ziemlich spirlichen experimentellen Daten 
serechtfertigt werden. Um so mehr ist noch Vorsicht geboten, da 
einige analoge Versuche von N. L. Edson®) mit Lebergewebe der 
Ratte ein anderes Gesamtbild von der Oxydierbarkeit der Dicarbon- 
siuren (C,, ©,, C,, C,, CO, C,, Co, ©,,) ergeben haben. Eine 
neue und sorgfialtig vergleichende Untersuchung iiber die Oxydier- 
barkeit dieser Dicarbonsiuren durch iiberlebendes Gewebe ist 
erwiinscht. 

Nach unserer Ansicht ist die gewiinschte Erklarung nicht 
oder wenigstens nicht in der Hauptsache in einer Zunahme der 
,Geschwindigkeit der Oxydation“ der Dicarbonsiuren beim An- 
steigen in der homologen Reihe zu suchen. Vielmehr neigen wir 
bisweilen zu der Annahme, daB die Dicarbonsiuren mit einer 
beim Ansteigen in der Reihe zunehmenden Leichtigkeit 
voriibergehend im Kérper festgelegt werden kénnen; in 
abnehmendem Mae werden sie dann unverindert im Harn aus- 
geschieden werden, und in zunehmendem Mae werden sie all- 
mihlich verbrannt werden kénnen. Zugunsten dieser Annahme 
kénnte sprechen, daB auch die Menge der im Harn ausgeschiedenen 
niedrigeren Dicarbonsauren, die durch £-Oxydation der verabfolgten 
Dicarbonsiure gebildet werden, geringer zu werden scheint, wenn 
diese letztere héher in der Reihe liegt. Wenigstens erwies sich 
bei unseren Fiitterungsversuchen am Hunde mit Hexadecandi- 
siure') die Menge der im Harn anwesenden ,schwer verbrenn- 
baren“ Dicarbonsiuren immer als auffallend gering. Bemerkt sei 
noch, daB im Falle einer Zunahme der ,,Oxydationsgeschwindig- 
keit“ der Dicarbonsiuren eine dominierende Rolle zukime, sich 
eher das Gegenteil erwarten lieBe. 

Die Méglichkeit einer ansehnlichen Zunahme der Schwellen- 
konzentration der Dicarbonsaiuren im Blut beim Ansteigen in der 
homologen Reihe, wodurch ebenfalls die Zunahme der ,,Verbrenn- 
barkeit“ dieser Sauren erklirt werden kénnte, glauben wir ohne 
weiteres verwerfen zu diirfen. 


*) Biochemie. J. 30, 1855 (1936). 
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§ 5. Es besteht ein Parallelismus zwischen der diacidogenen 
Wirkung der niedrigeren, einsiurigen, normalen gesittigten Tri- 
glyceride beim Hunde?*) und der dort jetzt konstatierten ,,Ver- 
brennbarkeit“ der durch Injektion zugefiihrten m-Oxydations- 
produkte. Es ist denn auch begreiflich, daB die Neigung besteht, 
die Erklarung der erstgenannten Erscheinung auf diejenige der 
letztgenannten zuriickzufiihren. Nach unserer Meinung ist es 
jedoch fraglich, ob dies zulissig ist, d.h. ob die ,,Verbrennbarkeit“ 
der Dicarbonsauren allein zur Erklarung der diacidogenen Wir- 
kung der Triglyceride ausreicht. Beim Menschen ist nimlich von 
einem solchen Parallelismus so gut wie sicher keine Rede; der 
Verlauf der diacidogenen Wirkung der Triglyceride beim An- 
steigen in der homologen Reihe ist hier anders wie beim Hunde!’), 
wahrend die ,,Verbrennbarkeit“ der Dicarbonsduren, soweit sich 
dariiber jetzt schon urteilen laBt*), bei beiden qualitativ dasselbe 
Bild zeigt. Hier miiBte also die Erklirung der erstgenannten 
Erscheinung anders sein, miibte tiefer gesucht werden als beim 
Hunde. Einstweilen scheint uns dies nicht annehmbar. 


Wir danken dem van’t Hoff-Fonds und dem Hoogewerff-Fonds 
fiir finanzielle Stiitze bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 





10) P. E. Verkade, J. van der Lee u. A. J.S. van Alphen, Diese Z. 
247, 111 (1937). 
11) P, E. Verkade u. J. van der Lee, Biochemic. J. 28, 31 (1934). 
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Uber den Abbau der niederen Fettsdiuren 
insbesondere der Essigsiure und Ameisensdure im Sdugetier 
und iiber die Frage der Zuckerbildung aus Fett. 


Von 
E. Toenniessen und E. Brinkmann. 


‘Aus dem Laboratorium der medizinischen Abteilung des Stadtkrankenhauses in Kassel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1938.) 


In friiheren Untersuchungen?) haben wir nachgewiesen, daB 
Brenztraubensiure bei der Durchstrémung der iiberlebenden 
Saugetiermuskulatur in Bernsteinsiiure iibergeht. Gleichzeitig 
wird wesentlich mehr Ameisensiure gebildet als in den Kontroll- 
versuchen. Da die Reaktion nur bei Sauerstoffzufuhr zustande 
kommt, haben wir angenommen, da8 zunichst 2 Mol. Brenz- 
traubensiiure unter Dehydrierung zu a@-d-Diketoadipinsiure poly- 
merisiert werden und dann die Diketoadipinséure hydrolytisch in 
Bernsteinsdure und 2 Mol. Ameisensiure zerfillt. Dieser Reak- 
tionsverlauf gewinnt noch durch folgende Feststellungen an Wahr- 
scheinlichkeit. 

Es war bisher im AnschluB an die Thunbergsche Theorie?) 
die Annahme ziemlich verbreitet, daB die Bernsteinsiure aus 
2 Mol. Essigsiure unter Dehydrierung gebildet wird. Wir unter- 
suchten deshalb, ob vielleicht bei dem Ubergang der Brenz- 
traubensiure in Bernsteinsiure Essigsiiure (oder Acetaldehyd) als 
Zwischenprodukt auftritt, ob also der ProzeB in der Reihenfolge: 
Brenztraubensdiure —> Acetaldehyd —> Essigsiure --> Bernstein- 
siure verlauft. Es lieB sich aber nie Acetaldehyd oder Essig- 
siure bei der Durchstrémung der Muskulatur (sowie der Leber) 
mit Brenztraubensiure nachweisen. Noch eindeutiger gegen die 
Bildung der Bernsteinsiure aus Essigsiure spricht aber die Tat- 





1) Toenniessen und Brinkmann, Diese Z. 187, 137 (1930). 
*) Skand. Arch. Physiol. (Berlin u. Leipzig) 40, 1 (1920). 
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sache, daB bei Durchstrémung mit Essigsiure nie Bernsteinsiure 
von uns gefunden wurde. Dabei war unsere Methode so genau, 
daB von 30 mg Bernsteinsiure, die 500 g normalem Muskelbrei 
zugesetzt wurden, 20 mg krystallisiert wiedergefunden wurden. 
Im Muskelbrei vom normalen Kaninchen war jedoch keine Bern- 
steinsiure (bei Verarbeitung von 300—500 g) nachweisbar. 


Da aber die Essigsiure beim Abbau der Fettsiiuren ohne 
Zweifel in groBen Mengen gebildet wird — was aus der von 
Knoop’) erwiesenen f#-Oxydation der Fettsiuren hervorgeht — 
und méglicherweise bei dem gegenseitigen Umbau von Fett- 
siuren und Kohlenhydraten eine zentrale Stellung einnimmt, so 
ergibt sich zwangslaufig als wichtige Fragestellung: was wird aus 
der Essigsiiure, nachdem ihr Ubergang in Bernsteinsiiure beim 
Siugetier nicht in Betracht kommt? 

Wir haben versucht, diese Frage mittels Durchstrémung der 
iiberlebenden Muskulatur (Hinterextremititen) und Leber vom 
Kaninchen zu lésen. Aufer der Essigsiure wurden auch die 
nichsthéheren Abbauprodukte der langen Fettsiureketten, nim- 
lich die Capronséure, Buttersiure und f-Oxybuttersiure in glei- 
cher Richtung untersucht. 


Die Methode ist folgende: 


1. Operativer Teil. 


Das Tier wird in Riickenlage auf ein Operationsbrett angeschnallt, 
mit Ather narkotisiert und aus der Carotis entblutet. Das Blut wird durch 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, durch Gaze filtriert, mit 2 Vol. Ringer- 
lésung und 1 Vol. n/T-neutralisierter Essigsiure versetzt, dann nochmals 
durch einige Lagen Gaze filtriert und in ein Wasserbad von 40° gestellt. 
Sobald die Entblutung beendet ist, wird die Bauchhéhle vom Schwertfort- 
satz bis zur Schambeinfuge in der Mittellinie erdffnet. Dann werden Blase, 
innere Genitalien, Darm und Magen, Milz und Pankreas sowie die Leber 
unter vorsichtiger Abbindung der BlutgefiBe entfernt. Vena cava und 
Aorta werden dicht unterhalb des Abganges der NierengefiBe 
unterbunden und nun caudalwirts zuerst die zufiihrende Glaskaniile 
in die Aorta, dann die ableitende Kaniile in die Vena cava eingefiihrt 
und durch Ligatur (Bindfaden) befestigt. Die Extremititen werden nicht 
vom Rumpf getrennt. Zunichst wird mit Ringerlésung (37°) durchstrémt, 
bis das zuriickgebliebene, also noch gerinnungsfihige Blut entfernt ist. 
Hierbei wird zugleich festgestellt, ob der Kreislauf geschlossen ist und 
keine Undichtigkeit aufweist. Danach wird das Priiparat in den Durch- 
strémungsapparat eingeschaltet. Dieser war im wesentlichen nach dem von 





‘) Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1904). 
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QO. Neubauer und GroB') beschriebenen Modell gebaut und erhielt als 
Erginzung nur eine Glasspirale, durch die die Durchstrémungsfliissigkeit 
fob, kurz bevor sie in die Aorta abdominalis eintrat. Diese Glasspirale 
befand sich in einem Wasserbad von 40° und hatte den Zweck, die Durch- 
strémungsfliissigkeit kurz vor ihrem Eintritt in das Priparat auf Kérper- 
temperatur zu erwarmen. 


Der Apparat funktionierte ausgezeichnet und ebenso bewiihrte sich die 
yon uns ausgearbeitete Operationstechnik; allerdings gelingt sie erst nach 
mehreren Versuchen. 

Von der zirkulierenden Flissigkeit verschwindet wiihrend des Ver- 
suches ein verschieden groBer Teil aus der neuen Blutbahn, indem er von 
der Muskulatur aufgenommen wird. Es wird dann nétig, Durchstrémungs- 
fliissigkeit nachzufiillen. Diese Ersatzflissigkeit bestand bei den Leerver- 
suchen aus Ringerlésung, bei den Versuchen mit Essigsiiure aus Ringer- 
lésung, der '/, Volumen n/7 neutralisierter Essigsiiure zugesetzt war. Nach 
einer Stunde wurde die Durchstrémung abgebrochen und die Durchstré- 
mungsfliissigkeit sowie die zum Bereich der Durchstr6mung gehdérende 
Muskulatur aufgearbeitet. 

Bei der Leberdurchstrémung (die wesentlich leichter gelingt) wurde 
die Durchstrémungsfliissigkeit durch die Vena portae zugeleitet und durch 
die V. cava sup. abgeleitet. 


2. Chemischer Teil. 


Die Durchstrémungsfliissigkeit und die Muskulatur bzw. Leber werden 
getrennt aufgearbeitet. 


Aufarbeitung der Durchstromungsflissigkeit. Sie wurde zuniichst 
zentrifugiert, um sie von den Blutkérperchen zu befreien und dann nach 
einem von Toenniessen modifizierten Verfahren mit kolloidalem Kisen 
enteiweiBt (Liquor ferri dialysati 10 °/, Merck). Je 100 ecm Durchstrémungs- 
fliissigkeit werden mit 10 cem m/1-Mononatriumphosphat, 0,2 g Magnesium- 
sulfat und 20 cem kolloidalem Eisen versetzt, kurz geschiittelt und durch 
ein Faltenfilter filtriert. 


Es resultiert ein wasserklares, eiweiffreies Filtrat. Die eine Hilfte 
dieses Filtrates wurde fiir die Bestimmung der Gesamtacetonkérper (Aceton, 
Acetessigsiure und $-Oxybuttersiiure) verwendet, die andere Hilfte fiir die 
Bestimmung der Ameisensiiure und Essigsiure. 


a) Bestimmung der Acetonkérper, Aceton und Acetessigsiure 
werden gleichzeitig als Aceton bestimmt’). Je 100 ccm des Filtrates der 
Durchstrémungsfliissigkeit werden mit 2 ccm 50 °/,iger Essigsiure versetzt 
und dann destilliert. Um ein zu starkes Einengen zu verhindern, 1aBt man aus 
einem Scheidetrichter soviel Wasser zutropfen, daB die Konzentration im 
Destillationskolben annihernd dieselbe bleibt, da andernfalls aus dem 
Zucker der Durchstrémungsflissigkeit jodoformbildende Substanz entsteht. 
Das Destillat wird in einer mit doppelt durchbohrtem Kork versehenen 





1) Diese Z. 67, 233 (1910). 
*) Huppert-Messinger, Analyse des Harns, 11. Aufl. 1910, 8. 254. 
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und mit Eis gekiihlten Vorlage aufgefangen. Mittels der einen Bohrung 
ist die Vorlage am Kiihler befestigt, mittels der anderen mit einem mit 
Wasser gefiillten Kugelapparat verbunden. Destillat und vorgelegtes 
Wasser werden vereinigt, zur Entfernung von salpetriger Siure und Ameisen- 
siure mit Calciumcarbonat in einem Kolben ordentlich geschiittelt und in 
gleicher Weise wieder destilliert. Das nun erhaltene Destillat und vor- 
gelegte Wasser werden mit 1 ccm achtfach verdiinnter Schwefelsiure ver- 
setzt und abermals in gleicher Weise der Destillation unterworfen. Zu 
diesem Destillat fiigt man einen gro8en UberschuB abgemessener Menge 
n/10-Jodlésung hinzu, schwenkt um, gibt starke nitritfreie Alkalilauge im 
Uberschu8 zu und laéB8t etwa 10 Minuten stehen. Dann wird die Filiissig- 
keit mit konzentrierter Salzsiiure angesiiuert und das Jod gegen n/10- 
Natriumthiosulfat zuriicktitriert. 1 ccm n/10-Jodlésung entspricht 0,968 mg 
Aceton. 


Bestimmung der §-Oxybuttersiure. Prinzip: Eine Menge von 
etwa 100 ccm des Filtrates der Durchstrémungsflissigkeit wird mit Schwefel- 
siiure angesiuert, das Aceton und die Acetessigsiure abdestilliert. Dann 
wird die #-Oxybuttersiiure durch Kaliumbichromat und Schwefelsiure zu 
Aceton oxydiert und ihre Menge aus der Menge des gebildeten Acetons 
ermittelt. 1 mg Aceton = 1,794 mg #-Oxybuttersiure. Stoffe, aus denen 
ebenfalls durch Chromsiure Aceton entsteht, sind vorher durch Bleiessig 
und Ammoniak auszufillen, andere bei der Oxydation auftretende jodbindende 
Substanzen (aus Traubenzucker) dadurch zu entfernen, daB das Destillat 
vor der Bestimmung einer zweiten Destillation mit Wasserstoffsuperoxyd 
und Natronlauge unterworfen wird, wobei die stérenden jodbindenden Stoffe 
zerstért werden. 


Ausfiihrung. Der Riickstand der Durchstrémungsfliissigkeit wird 
nach dem Abdestillieren von Aceton (aus priformiertem Aceton und Acet- 
essigsiure) in einen 500 cem-MeBkolben. gegeben, mit tiberschiissigem Blei- 
essig und 10 cem konzentrierter Ammoniaklésung versetzt, mit Wasser bis 
zur Marke aufgefiillt, umgeschiittelt und filtriert. 200 cem des Filtrates 
werden mit 200 cem Wasser versetzt, 15 ccm konzentrierte Schwefelsiure 
und etwas Talkum zugegeben und der Destillation unterworfen, wobei das 
verdunstete Wasser durch Hinzutropfen von 400—600 ccm einer 0,5 °/, igen 
Kalibichromatlésung ersetzt wird. Es werden ungefihr 500 cem abdestilliert. 
Diesem Destillat fiigt man 200 ccm 3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd hinzu und 
einige ccm Natronlauge und destilliert davon etwa 300 cem ab, In diesem 
Destillat wird das Aceton in der iiblichen Weise mit Jod und Thiosulfat- 
lésung titriert. 


b) Bestimmung von Ameisensidure und Essigsiure. Die zweite 
Halfte des enteiweiBten Filtrates der Durchstrémungsflissigkeit wird mit 
10 ccm 50°/,iger Phosphorsiure angesiiuert, der Wasserdampfdestillation 
unterworfen und so lange destilliert, bis keine fliichtigen Siuren mehr iiber- 
gehen. Die gesammelten Destillate werden vereinigt, mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht und dann auf dem Wasserbad bis auf wenige 
Kubikzentimeter eingeengt. Dieser Riickstand (in folgendem als Destillations- 
riickstand bezeichnet) wird auf 10 cem aufgefiillt, die eine Hialfte hiervon 
auf Ameisensiure, die andere auf Essigsiure untersucht. 
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Die Ameisensiure wurde qualitativy nach der Methode von Fenton 
und Sisson’) sowie Fincke’) bestimmt. 10ccm der zu priifenden neu- 
tralen oder schwach sauren Lésung und 0,5 mg Magnesiumband werden in 
ein Reagenzglas gegeben. Wahrend das Glas sich in einem gréBeren GefiB 
mit kaltem Wasser befindet, gibt man etwa 6 ccm Salzsiiure (spez. Gew. 1,124) 
tropfenweise innerhalb von etwa 15 Minuten hinzu, laBt noch einige Minuten 
stehen und priift dann 5 cem der in ein geriumiges Reagenzglas abgegossenen 
Fliissigkeit in folgender Weise auf Formaldehyd. Man fiigt 2 ccm frische 
Milch und 7 cem Saizsiéure (spez. Gew. 1,124) hinzu, welche auf 100 ccm 
0,2 cem einer 10 °/,igen Eisenchloridlésung enthilt, erhitzt zum Kochen und 
hilt 1 Minute lang in lebhaftem Sieden. Bei Anwesenheit von Formaldehyd 
tritt Violettfirbung auf. 

Die quantitative Bestimmung der Ameisensiiure wurde nach Riesser) 
ausgefiihrt. 

Eine abgemessene Menge des Destillationsriickstandes wird mit einigen 
Tropfen verdiinnter Salzsiure schwach angesiuert, auf 30 ccm mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt und mit 10 ccm einer Lésung, welche in einem Liter 
200 g Sublimat, 800 g Natriumacetat und 80g Kochsalz enthilt, versetzt. 
Diese Reaktionsfliissigkeit wird in einem mit Steigrohr versehenen Kolben, 
der in einem Wasserbade steht, wenigstens 2 Stunden im kochenden Wasser 
erhitzt. Das nach der Gleichung 


HCOOH + 2H¢Cl, = CO, + 2HCl + 2 HgCl 


gebildete Kalomel wird quantitativ bestimmt, indem man 18 ccm Kalium- 
jodid (40 g KJ + 100 H,O) und dann 10 cem n/10-Jodlésung hinzugibt. Nach 
15 Minuten wird mit n/10-Natriumthiosulfatlésung zuriicktitriert. 


Untersuchung auf Essigsdure. Eine abgemessene Menge des De- 
stillationsriickstandes wird mit n/10-Salpetersiiure bis zur schwach alkalischen 
bzw. neutralen Reaktion versetzt. Dann wird '/,, Vol. gesittigter Silber- 
nitratlésung zugegeben, etwa 5 Minuten im siedenden Wasserbade erhitzt 
und hei filtriert. Bei Anwesenheit von Essigsiiure fallt Silberacetat in seinen 
charakteristischen Nadeln aus. 

Diese Methode gestattet in 2 ccm Filiissigkeit schon 3 mg Essigsiure 
als Silbersalz nachzuweisen (unterer Grenzwert fiir das Ausfallen der Kry- 
stalle des Silberacetats). 

Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Ameisensiure tritt Schwarzfirbung 
durch Reduktion von Silbernitrat zu metallischem Silber und gleichzeitiger 
Oxydation der Ameisensiiure ein. Dies ist aber fiir das Ausfallen des Silber- 
acetats ohne Bedeutung, auch nicht fiir die quantitativen Verhiltnisse. 


Aufarbeitung der durchstrémten Gewebe, das ist Muskulatur oder 
Leber. Das Gewebe wurde durch die Hackmaschine zerkleinert, mehrere 
Male bei 37° mit Wasser extrahiert, der Extrakt nach derselben Methode 
enteiweiBt und auf die in Betracht kommenden Substanzen untersucht wie 
bei der Durchstrémungsfliissigkeit angegeben. 


1) Chem. Z. 1908, I, 1379. 
?) Biochem. Z. 51, 253 (1913). 
8) Diese Z. 96, 355 (1915). 
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Resultate. 


I. Acht Muskeldurchstrémungen mit Essigsaiure und stindiger 


Sauerstoftzufuhr. 
Tabelle Ia. 


Durchstrémungsflissigkeit. 














Wieder- Essigsiure 
Kaninchen- — gewonnene | am SchluB ' 

of Durch- ld. V h Ameisen- 

versuch | strémungs- tré : tat - Yersucnes siliian 

N fliissigkeit | STOMUNSS” | = Zugesetz wieder- - 

- fliissigkeit | gefunden 

ccm ecm g | g mg 

1 750 265 1,870 0,265 6,0 

2 760 290 1,370 0,198 5,3 

8 760 375 1,370 0,218 3,0 

4 860 395 1,628 0,305 7,6 

D 720 270 1,328 6,190 6,2 

6 725 345 1,328 0,215 4,8 

7 700 290 1,285 | 0,231 6,0 

8 810 320 1,461 | 0,165 7,8 














Die Essigsaiure verschwindet also nach 90 Minuten zum gréBten 
‘Teil aus der Blutbahn. Der Ameisensiuregehalt in der Durch- 
strémungsfliissigkeit ist durchschnittlich 6 mg. 


Tabelle Ib. 











Muskulatur. 
 Egssigsiure | Vond.Mus-| 
etka Gewicht |_ __ Basigature __| kulatur um- 
Kaninchen-| der ver- in die | am SchluB | gesetzt bzw.| Ameisen- 
versuch | arbeiteten | Muskulatur| des in anderen porn 
Nr. Wnsicilatere iiber- | Versuches | Organen 
gegangen | gefunden | abgelagert 
i211. | # js mg 
1 1240 110 | 0,72 0,38 45,1 
2 1140 118 | 0,81 0,37 82,0 
3 1210 116 | 0,82 0,34 61,0 
4 890 1,32 | 0,90 0,42 64,0 
5 840 113 | 0,80 0,33 71,0 
6 810 111 | 0,74 0,37 57,0 
7 1100 1,05 0,72 0,33 68,1 
8 1060 1,20 | 0,86 0,34 47,2 











Die aus der Blutbahn in die Muskulatur iibergegangene Essig- 
siure ist zu einem erheblichen Teil umgesetzt. Als Abbauprodukt 
ist Ameisensiure in gréBeren Mengen (durchschnittlich 64 mg 
pro Versuch) nachweisbar. 
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II. In vier weiteren Versuchen mit Essigsiure wurde der 
Ameisensiuregehalt nicht nur in der Muskulatur sondern auch 
in den ibrigen, gleichzeitig mit der Muskulatur durchstrémten 
Geweben untersucht. 


Tabelle I. 





























Kaninchen- | “ewicht Ameisensiiure 
der “ks | naa ante _— 
versuch in | im - 
Ne. Muskulatur Muskulatur | Fettgewebe Haut Knochen 
g mg | mg mg mg 
9 1100 49 | 36 48 24 
10 1060 560C| 44 63 18 
11 980 52 29 57 26 
12 1120 67 51 a me 50 fs 29 
Durchschnittswert | 56 | 40 54,5 24 


Ks fand sich also auch in den iibrigen, durchstrémten Ge- 
weben eine betrichtliche Menge Ameisensiure, die gréBte Menge 
aber wiederum in der Muskulatur. Nach den Feststellungen von 
Steppuhn und Schellbach}) iiber die Verteilung der Ameisen- 
siure in die verschiedenen Organe (nach intravenéser Injektion) 
darf man annehmen, daB die Ameisensiure zum weitaus gréBten 
Teil von der Muskulatur gebildet, dann ans Blut abgegeben und 
vom Blut aus in den anderen Organen abgelagert wurde. 

Um die Frage zu entscheiden, ob diese Ameisensiiure aus 
der Essigsiiure der Durchstrémungsfliissigkeit stammt, muBten 
folgende Kontrollversuche ausgefiihrt werden. 

I. Drei Muskeldurchstrémungen mit defibriniertem Blut und 
Ringerlésung ohne Essigsaurezusatz. 


Tabelle Illa. 


Durchstrémungsfliissigkeit. 








Kaninchen- Angewandte Wiedergewonnene 
vane Durchstrémungs- | Durchstrémungs- Ameisensiure 
. fliissigkeit fliissigkeit 
Nr. ecm cem mg 
13 750 280 2,12 
14 630 225 1,75 
15 820 330 2,05 


Es fanden sich also in der Durchstrémungsfliissigkeit nur minimale 








Mengen Ameisensiure (durchschnittlich 2 mg). 


1) Diese Z. 80, 282 (1912). 
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Tabelle IIIb. 























Muskulatur. 
Kaninchen- a ” Soi Sc | 
versuch der Muskulatur Ameisensiure 
Nr. r i 
14 i 11,68 
15 it 13,24 
» and 10,90 








Die Muskulatur enthielt also durchschnittlich 12 mg Ameisensiure. 


Die Ameisensiuremenge in den Kontrollversuchen ohne Essig- 
siure betrug demnach in Durchstrémungsfliissigkeit und Muskulatur 
zusammen durchschnittlich 14 mg, in den Versuchen mit Hssig- 
siure 70mg, d.h. das 5fache. Zugleich war ein betrachtlicher 
Teil der zugesetzten Essigsiiure verschwunden. 

IV. In vier weiteren Versuchen ohne Essigsiurezusatz 
wurde der Ameisensiuregehalt in den iibrigen, auBer der Muskulatur 
durchstrémten Geweben festgestellt wie folgt. 


Tabelle IV. 






































Kaninchen- | Gewicht der Ameisensiure 
versuch Muskulatur in Fett | im Fell in den Knochen 
Nr. g mg - I mg mg 
16 810 2 86] | 8 
17 750 10 | 18 13 
18 1040 16 24 6 
19 960 6 a i 14 ; 8 
Durchschnittswert | g5 | 19,25 8,75 


Es fanden sich also geringe Mengen von Ameisensiure auch 
im Fettgewebe, in der Haut und den Knochen. Zahlt man die 
ebenfalls in Leerversuchen gefundenen Mengen in der Muskulatur 
und der Durchstrémungsfliissigkeit (vgl. Tab. IIIa und IIIb) hinzu, 
so ergibt sich in den Leerversuchen ein durchschnittlicher 
Gesamt-Ameisenséuregehalt von 48mg, in den Versuchen 
mit Essigsiurezusatz dagegen 174 mg. 

Es ist demnach die Folgerung berechtigt, daB unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen Essigsiure zu Ameisensiure ab- 
gebaut wird. Den Hauptteil an diesem ProzeB diirfte die Mus- 
kulatur haben, denn sie stellt schon mengenmaBig den gréBten 
Anteil unter den durchstrémten Geweben dar, ist am starksten 
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9, 329 (1911). 
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durchblutet und hat den intensivsten Stoffwechsel. Die in der 
Muskulatur gebildete Ameisensiure diirfte zum Teil an die Durch- 
strémungsfliissigkeit abgegeben werden (analog der Milchsiure bei 
der Muskeltitigkeit, die beim Menschen nach forcierter An- 
strengung von 10 mg-°/, auf 200 mg-°/, im Blut ansteigt) und 
dann in den iibrigen Organen zur Ablagerung kommen. DaB 
nach intravendser Ameisensiiurezufuhr beim lebenden Siugetier 
sehr bald der gréBte Teil der Ameisensiure von der Muskulatur 
aufgenommen wird [(C. Steppuhn und H. Schellbach})], spricht 
ebenfalls dafiir, daB die Muskulatur am Umsatz der Ameisensiure 
wesentlich beteiligt ist. 

Ob nun die Bildung der Ameisensiiure aus Essigsiure auch 
physiologisch in Betracht kommt, hingt davon ab, welche Be- 
deutung der Essigsiure und der Ameisensiure im normalen Stoff- 
wechsel zukommt, und ob die Ameisensiure im groBen Umfang 
weiter abgebaut werden kann. 

Knoop’) hat durch Verfiitterung phenylsubstituierter Fettsiuren be- 
wiesen, daB die Kohlenstoffketten der Fettsiiuren durch Oxydation am 
6-Kohlenstoffatom abgebaut werden. Diese Erkenntnis wurde durch Ar- 
beiten Embdens’) und Dakins‘) erweitert und bestitigt. Die endstindig 
abgespaltenen C-Atome werden héchstwahrscheinlich als Essigsiiure frei. 
Denn L. Hermanns®) konnte zeigen, daB die zuniichst gebildeten 6-Keton- 
siuren ganz tiberwiegend der Siurespaltung (und nicht der Ketonspaltung) 
unterliegen, daB also bei der §-Oxydation der normalen Fettsiiuren Essig- 
siure in groBen Mengen als Zwischenprodukt gebildet wird. 

Allerdings ist uns nichts davon bekannt, ob Essigsaure bisher 
in den Geweben oder im Blut von Saugetieren nachgewiesen ist, 
auch haben wir selbst noch nicht daraufhin untersucht. Wohl 
aber haben wir geprift, ob Essigsiure beim Kaninchen nach 
parenteraler Zufuhr (subcutaner Injektion) ausgenutzt oder un- 
verindert mit dem Harn ausgeschieden wird. Es hat sich gezeigt, 
daB nach subcutaner Injektion von 100 ccm ?/,,-normaler Kssig- 
siure (neutralisiert) keine Essigsiure im Urin ausgeschieden wird 
(5 Kaninchenversuche, der Harn 2 Tage lang gesammelt). Damit 
ist bewiesen, daB die Essigsiure sehr rasch und vollstindig in 
den Stoffwechsel einbezogen wird. Die Tatsache, dab sie in 
Organen und im Blut bisher nicht nachgewiesen ist, erklairt sich 
dadurch, daB sie weiter abgebaut wird. 





1) Diese Z. 80, 282 (1912). *) Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1904). 
3) Hofmeisters Beitr. 6, 121, 129 (1906). 

4) J. of Biol. Chem. 4, 77, 419 (1908); 5, 173 (1909); 6, 203ff. (1909); 
5) Diese Z. 85, 233 (1913). 
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Soll nun der Hauptweg der Essigsiureoxydation iiber die 
Ameisensdure fiihren, dann muB ferner nachgewiesen werden, dag 
Ameisenséure ein physiologisches Stoffwechselprodukt ist, d. h. 
sich in Geweben und K@6rperfliissigkeiten findet und bei kiinst- 
licher Zufuhr weiter abgebaut werden kann. Beides ist der Fall, 


Stepp und Zumbusch!) stellten fest, daB der Ameisensiuregehalt 
des normalen Blutes beim Menschen 4 mg-°/, betrigt, Droller*) fand 
4,81 mg-°/,; die tigliche Ausscheidung im Urin betrigt beim Menschen 
durchschnittlich 50 mg [Thudichum’)], die Menge wechselt bei Gesunden 
zwischen 3 und 280 mg pro Tag. 

Waser‘) fand, daB Ameisensiiure ein normaler Bestandteil des Muskel- 
fleisches ist. Beim Rind enthalt die Muskulatur pro Kilogramm 35 mg 
Ameisensiiure. Etwas niedrigere Werte fanden wir selbst bei der Durch- 
strémung der Kaninchenmuskulatur mit Blut und Ringerlésung (vgl. Tab. III). 
Vermutlich war in unseren Versuchen wihrend der Durchstrémung ein 
Teil der urspriinglich vorhandenen Ameisensiure schon oxydiert. Ebenso 
war in der Durchstrémungsfliissigkeit die Ameisensiiure auf die Hialfte des 
beim Menschen im Blut vorhandenen Wertes (2 mg) herabgesetzt. In weiteren 
4 Versuchen (Durchstrémung der hinteren Extremititen mit Ringerlésung 
und Blut) zeigte sich, daB auch in den anderen Geweben Ameisensiiure 
vorhanden ist (vgl. Tab. IV). 


Uber die Frage des Abbaues der Ameisensiure haben wir 
folgende Durchstrémungsversuche ausgefiihrt. 
V. Sechs Muskeldurchstrémungen mit Ameisensiurezusatz 
und stindiger Sauerstofizufubr. 
Tabelle Va. 


Durchstrémungsfliissigkeit. 























Angewandte Wieder- Ameisensiiure 
:; : : | ee nee 
—— ’ asi Durch- am Schlu8 
ia fliissiokeit strémungs- zugesetzt des Versuches 
Nr. — fliissigkeit wiedergefunden 
ecm cem g | g 
| 
20 640 340 1,051 0,440 
21 710 360 1,149 0,492 
22 700 310 1,149 0,502 
23 680 320 1,117 0,486 
24 640 300 1,051 0,390 
25 640 320 1,051 0,326 














Die Ameisensaiure verschwindet also nach 90 Minuten zum 
gréBten Teil aus der- Blutbahn. 





1) Diese Z. 109, 99 (1920). 2) Diese Z. 211, 57 (1932). 
8) Pfliigers Arch. 15, 129 (1877). *) Diese Z. 99, 69 (1917). 
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er die §f Tabelle Vb. 
n, dag ff Untersuchung der verschiedenen Gewebe auf Ameisensiure. 
9 db. -_ [im eanzen | Zt Verlust 
kiinst. 8 q gegangene, 
r Fal. Fo Ye | Mus- Fett beste d.h 
a fall, us ett. gefundene —— 
. . suchs- | kulatur gewebe Haut | Knochen Nisin oxydierte 
egehalt § Ne, re Ameisen- 
*) fand —- siiure 
mschen §— g mg mg mg K § 
sunden = —-— — — SL = = —— —————— RS 
20 0,207 60 62 40 0,809 0,242 
Muskel- 21 0,382 45 78 82 0,979 0,170 
85 mg 22 0,302 38 71 40 0,958 0,194 
Reeek, 23 0,208 55 63 35 0,847 0,260 
b. UD 24 0,312 34 81 29 0,846 0,205 
wn 25 0,263 41 4T 37 0,714 0,337 
ng ein 
gr Es war also nach einstiindiger Muskeldurchstrémung 20 bis 
“oes — 925°) der zugesetzten Ameisensiure durch Oxydation verschwun- 
eiteren 0 18 : , é : y 
lisung f den. In Wirklichkeit diirfte die Umsetzung sogar noch etwas 
nsiiure § grdSer sein, da die vor der Durchstrémung in den Geweben vor- 
handene Ameisensiiuremenge nicht mitgerechnet wurde. 
n wir Zu ihnlichen Resultaten iiber die Abbaufaihigkeit der Ameisen- 
siure im Séiugetier kamen O. Steppuhn und H. Schellbach’). 
igatz Sie injizierten Ratten Natriumformiat subcutan (0,1 g Ameisen- 
siure pro 100g Tier) und stellten durch Untersuchung des ge- 
samten Tieres fest, das nach 4 Stunden 33°/,, nach 14 Stunden 
46°/, der injizierten Ameisensiuremenge oxydiert worden war. 
— Dabei muB man noch beriicksichtigen, daB ein erheblicher Teil 
der injizierten Menge im Urin und Diinndarm sich wiederfand, 
_ wo er der Oxydation natiirlich entzogen war. Beriicksichtigt man 
= die in den Geweben selbst verbliebene Menge der Ameisensiure, 
nden dann ergibt sich, daB nach 4 bzw. 14 Stunden 75°/, bzw. 80°/, 


der Ameisensiure oxydiert wurden. So ergeben also die Ver- 
suche yon Steppuhn und Schellbach und unsere eigenen Ver- 
suche tibereinstimmend, daB die Ameisensiure im Siugetier ener- 
sisch abgebaut werden kann. 

Die zuletzt erwihnten Tatsachen iiber die Verbrennbarkeit 
der Essigsiiure und Ameisensaure berechtigen zu der SchluBfolge- 
rung, daB der Hauptweg der Fettsiureverbrennung im 
zum Siugetier tiber die Essigsiure und Ameisensiure als 

niederste Zwischenstufen verliuft. Bei diesem ProzeB wird 
die Essigsiiure vermutlich nur bis zur Glyoxylsiure oxydiert und 


1) Diese Z. 80, 274 (1912). 
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diese dann hydrolytisch in 2 Mol. Ameisensiéure gespalten. Denn 
es ist unwahrscheinlich, daB die Oxydation der Essigsaure bis 
zur Oxalsiure weitergeht, weil diese vom Saéugetier nur schwer 
angegriffen und nach peroraler Zufuhr zum gréBten Teil unver- 
Andert mit dem Harn wieder ausgeschieden wird’). 

Der Ubergang der Essigsiiure in Ameisensiiure erfordert die 
Oxydation einer aliphatischen Methylgruppe, die friiher als 
schwer oder iiberhaupt nicht angreifbar galt. Doch haben in 
letzter Zeit R. Kuhn, Franz Kéhler und Leonore Kohler? 
Beispiele fiir Methyloxydation gebracht, auch die von Verkade 
an den Fettsiuren entdeckte w-Oxydation an der endstindigen 
Methylgruppe gehért hierher. Die Uberfiihrung der Essigsiure 
in Ameisensiure ist also ein weiteres Beispiel von Methyloxy- 
dation im Tierkérper. 

Kénnte nun die Essigsiure noch andere Umsetzungen in der 
Muskulatur erfahren, als die Oxydation zur Ameisensiure? Nach- 
dem der Ubergang der Essigsiiure in Bernsteinsiure bereits durch 
unsere friiheren Untersuchungen ausgeschlossen war (vgl. den An- 
fang dieser Arbeit), blieb noch folgende Méglichkeit zu _priifen. 
Embden und Loeb’) haben festgestellt, daB Essigsiure bei der 
Durchstrémung der iiberlebenden Leber in Acetessigsiure iiber- 
geht. Wir haben deshalb untersucht, ob auch die Muskulatur 
zu dieser Umsetzung befaihigt ist, und bei unseren Durchstri- 
mungsversuchen mit Essigsiure sowie bei den Leerversuchen 
auBer auf Ameisensiure auch auf die Acetonkérper untersucht. 

VI. Acht Muskeldurchstrémungen mit Essigsiurezusatz. 

Tabelle VIa. 


Durchstrémungsfiiissigkeit. 





























ae moe Aceton aus Aceton aus 
este d Acetessigsiiure | §-Oxybuttersiure 
Tab. I) mg mg 
1 1,9 2,8 
2 21 3,2 
3 1,6 3,0 
4 0,7 1,6 
5 2.3 3.6 
6 0,4 1,0 
7 1,2 1,9 
~ 1,6 3,4 
Durchschnittswert | 1,5 | 2,56 





1) Flaschentriger und Miiller, Diese Z. 251, 72 (1937). 
*) Diese Z. 242, 171 (1936). 8) Diese Z. 88, 246 (1913). 








Denn Tabelle VIb. 
re bis Muskulatur. 
schwer = 
‘ Aceton aus Aceton aus 
unver- Kaninchenversuch Acetessigsiiure | §-Oxybuttersiure 
Nr. mg mg 
ert die 
© 1 4,4 10,0 
er als 2 7,2 14,1 
yen in 3 3,8 17,0 
| 2 4 5,7 12,2 
hler®) 5 6,8 8,0 
rkade 6 5,1 6,9 
ndigen 7 4,9 11,7 
gsiiure Pt ee an a 
yloxy- Durchschnittswert | 5,0 | 11,8 
a vil. Vier Kontrollversuche ohne Essigsiure ergaben 
— folgendes. 
Nach- Tabelle VIIa. 
durch Durchstrémungsfliissigkeit. 
m An- Oi? OMEN Oe g 
riifen, Kaninchen- | Angewandte | Wiedergew. a er en 
. versuch Durch- Durch- ; b 
el der Nr. strémungs- | strémungs- Acetessig- | 6-Oxybutter- 
iiber- (entsprechend | fliissigkeit fliissigkeit saure saure 
latur Tab. IV) ccm cem mg mg 
hstri- 16 520 240 0,8 1,1 
uchen 17 500 220 1,2 0,8 
18 560 270 1,0 0,5 
sucht. 19 520 300 0,5 1,3 
Satz. eit %% ——— ea 
Durchschnittswert | 0,9 | 0,9 
Tabelle VIIb. 
Muskulatur. 
Kaninchen- Gewicht Aceton aus Aceton aus 
versuch der Muskulatur Acetessigsiiure | $-Oxybuttersiure 
Nr. g mg mg 
16 810 4,1 13,1 
17 750 3,8 11,9 
18 1040 6,9 15,4 
19 960 5,8 |} 18,8 
Durchschnittswert | 5,1 | 13,5 


Uber den Abbau der niederen Fettsiuren usw. 
















































































Beim Vergleich der Tabellen Vla und VIb sowie VIla und 

VIIb ergibt sich, daB bei Zusatz von Essigsiure zur Durch- 

strémungsfliissigkeit 20,9 mg Gesamtacetonkérper, ohne Kssig- 

3). siiure 20,4 mg in der Durchstrémungsfliissigkeit und der Muskulatur 
13 ‘ 
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nachweisbar waren. Kin Anhaltspunkt dafiir, daB die Muskulatur 
aus Essigsiure Acetonkérper bilden kann, besteht also nicht. Die 
Muskulatur hat demnach nur die eine Méglichkeit der Umsetzung 
der Essigsiure, nimlich die Oxydation zur Ameisensiure. 

Zuletzt untersuchten wir noch die Frage, ob die Muskulatur 
des Kaninchens aus Buttersiure und f-Oxybuttersiure Acetessig- 
siure bilden kann. Zwar haben Embden und Kalberlah’) 
schon friiher nachgewiesen, daS die Muskulatur aus niederen 
Fettsiuren kein Aceton bilden kann. Da aber spater Snapper 
und Griinbaum?’) sowie Griesbach®) iiber diese Frage gearbeitet 
haben und z.T. zu anderen Resultaten kamen, halten wir eine 
nochmalige Untersuchung des Problems fiir angezeigt. Zwei Ex- 
tremititendurchstrémungen mit Zusatz von Buttersiure (Natrium- 
salz) ergaben in der Durchstrémungsfliissigkeit und in der Musku- 
latur ibnliche, auf keinen Fall héhere Werte fiir Acetessigsiure 
und #-Oxybuttersiure als in den Leerversuchen (Tab. Vila und 
VIIb), die Muskulatur des Kaninchens vermag also aus Butter- 
siure keine Acetonkérper zu bilden. MHierin ergab sich also 
volle Ubereinstimmung mit den Versuchen von Embden und 
Kalberlah sowie Griesbach. 

Wie aber die Kaninchenmuskulatur auf die #-Oxybuttersaure 
einwirkt, geht aus Tabelle VII[a und VIIIb hervor. 

vill. Sechs Extremitiitendurchstrémungen mit f-Oxybuatter- 
siure und standiger Saverstoffzufuhr. 


Tabelle Villa. 


Durchstrémungsfiiissigkeit. 








| 
| 
| 
| 














, o , 1 > 
6 [5 22/2 ee] 2 - sae] 2 
E s Bo B'S] o . 8's 8-Oxybuttersiure ES 8 5 a 5 
22 |F2 2B) 5 eo 2% aqoealas]| £ 
= he os 8a 33 Eo Po as = wo s 3 oe 
a> |MAES/SAES | wieder- [$2 2 = m 
A he. aA lS Be | zugesetzt | gefunden = ato fea 
Nr ccm ccm g | g mg mg mg 
26 805 370 2,983 | 0,840 “~ 1,5 - 
27 640 310 2,382 | 0.722 2,1 _ _— 
28 840 400 8124 | 0,950 “A om wa 
29 760 | 380 2832 | 0,752 0,8 07 | — 
80 820 | 400 3051 | 0,881 - wt 
31 690 290 2,570 0,520 0,5 — — 























1) Hofmeisters Beitr. 8, 121 (1906). 
®) Biochem. Z. 201, 464 (1928). 
5) Z. exper. Med. 59, 123, (1928). 











Uber den Abbau der niederen Fettsiuren usw. 


























































ulatur Tabelle VIILb. 
t. Die : Muskulatur und iibrige durchstrémte Gewebe. 
tzung . 
8 a 5 Wiedergefundene #-Oxybuttersiure 3 to 2 c 
nlatur $3|/2x4 5 y sae] es z 
essig- ge) ee : : S22) 32 | & 
S 2216 3 | Mus- | Fett- | ie Ee oe 
lah?) 2 Th fh telat gewebe Haut |Knochen ax fz 
deren Nr. g g g g | g mg | mg | mg 
pper ee | | 
beitet 26 | 1020 | 1,040 | 0,154 | 0,813 | 0,072 5 | 10 | — 
ae 27 810 1,260 | 0,098 | 0,120 | 0,028 ~ aoe soni 
vemes 28 920 | 0,990 | 0,178 | 0,256 | 0,112 a) of 1) 
1 Ex- 29 840 1,814 | 0,101 | 0,188 | 0,040 — — _ 
iain. 30 | 1120 | 1,251 | 0,203 | 0,814 | 0,082 x) — - 
31 790 | 0,878 | 0,173 | 0,356 | 0,122 os | 144 | — 
usku- 
saure 
iad Es folgt aus Tabelle VIIa und VIIIb, daB keine Acet- 
itter- essigsiure aus der #-Oxybuttersiure gebildet worden ist. Die 
also Werte fir Acetessigsiure liegen sogar unter den Werten der 
end Leerversuche (Tabelle VIIa und VIIb). Auch Embden, Salomon 
und Schmidt?) haben bei der Durchstrémung der Muskulatur mit 
sBure b-Oxybuttersiure keine Bildung von Acetessigsiure gefunden. 
Ebenso Snapper und Grinbaum?) Wir haben ferner die 
Durchstrémungsfliissigkeit und die Muskulatur auf anderweitige 
itter- pagers esi ; ss aE 
migliche Abbauprodukte, namlich Ameisensiure und Essigsiure 
untersucht, aber auch dies mit negativem Ergebnis. So sprach 
alles dafiir, daB @-Oxybuttersiure von der Muskulatur (und den 
iibrigen Geweben der Extremitit) beim Kaninchen iiberhaupt 
— nicht angegriffen wird. Um dies véllig sicherzustellen, extrahierten 
= wir die durchstrémten Gewebe nach Zerkleinerung mehrmals 
@ in heiBem Wasser und bestimmten den Gehalt der einzelnen 
Bs Gewebe an f-Oxybuttersiure. Es ergab sich dabei, daB etwa 
" der vierte Teil der zugesetzten Oxybuttersiure in der Durch- 
mg strémungsfliissigkeit verblieben, der iibrige Teil in die Gewebe 
ill iibergegangen war, und zwar zum weitaus gréften Teil (30—50°/, 
ine der Gesamtmenge) in die Muskulatur. Im ganzen konnten wir 





nach Abschlu8 der Durchstrémung 80—90°/, der zugesetzten 
ee Oxybuttersiure wieder finden. Im Anbetracht der Tatsache, dab 
- bei der Durchstrémung durch unvermeidbare Undichtigkeiten 





1) Hofmeisters Beitr. 8, 129 (1906). 
*) Biochem. Z. 201, 464 (1928). 
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immer ein Teil der zirkulierenden Fliissigkeit verloren geht und 
daB es nicht méglich ist, durch Extraktion der durchstrémten 
Gewebe quantitativ die ganze in ihnen enthaltene f-Oxybutter- 
siiure zu gewinnen, sprechen die Werte der wiedergefundenen 
8-Oxybutterséure dafiir, daB Oxybuttersiure von der Muskulatur 
(und den iibrigen Geweben der Extremitaét) des Kaninchens iiber- 
haupt nicht sicher nachweisbar angegriffen werden kann. 


Zu anderen Resultaten kamen Snapper und Griinbaum!) 
sowie Griesbach?) bei Durchstrémungsversuchen an Hunde- 
extremititen. Griesbach durchstrémte Leber und Extremititen 
vom Hund gleichzeitig, wobei der Durchstrémungsfliissigkeit 
Buttersiure zugesetzt war. Nach einer Stunde war durch die 
Leber eine erhebliche Menge von Acetessigsiure und f-Oxybutter- 
siure gebildet worden. Jetzt wurde die Leber ausgeschaltet und 
die Extremititen allein noch eine Stunde durchstrémt. Nach 
AbschluB der Versuche zeigte sich, daB in der Durchstrémungs- 
fliissigkeit die £-Oxybuttersiure zu 68°/, und die Acetessigsiure 
zu 71°/, verschwunden war. Da aber die durchstrémten Gewebe 
selbst (Muskulatur, Haut, Fettgewebe, Knochen) nicht auf ihren 
Gehalt an Acetonkérpern untersucht wurden, kann aus Gries- 
bachs Versuchen nicht mit Sicherheit geschlossen werden, dai 
die Acetonkérper in der Muskulatur abgebaut worden sind. Sie 
konnten ebensogut auch bloB von der Durchstrémungsfliissigkeit 
an die Gewebe abgegeben und dort abgelagert worden sein. 


Dagegen beweisen die griindlichen Versuche von Snapper 
und Griinbaum einwandfrei, dab die Muskulatur des Hundes 
f-Oxybuttersiure in erheblichem Grade zerstéren kann. AuBer 
der Durchstrémungsfliissigkeit wurden simtliche durchstrémten 
Gewebe untersucht. Nach zweistiindiger Durchstrémung waren 
in 3 Versuchen 260, 210 und 470 mg #-Oxybuttersiure zerstirt, 
und zwar ohne daB dabei Acetessigsiure nachweisbar wurde. 
Vermutlich wird die entstehende Acetessigsiure sofort weiter ab- 
gebaut oder die 8-Oxybuttersiure geht nach der Oxydation des 
2. Wasserstoffatoms am #-Kohlenstoffatom nicht erst in Acet- 
essigsiiure tiber, sondern zerfallt direkt in zwei Essigsiiuremolekiile: 


OH 
CH, -CH(OH)-CH,-COOH + 0 = CH,C9 ;,CH,-COOH = 2CH,-COOH 





') Biochem. Z. 201, 464 (1928). 
*) Z. exper. Med. 59, 123 (1928). 





—— 











ht und 
romten 
butter- 
ndenen 
culatur 
. tiber- 


aum') 
unde- 
uitiiten 
sigkeit 
ch die 
utter- 
st und 
Nach 
1ungs- 
rsaure 
ewebe 
ihren 
ries- 
, das 
, Sie 
igkeit 
le 
pper 
undes 
A uBer 
ymten 
varen 
stort, 
urde, 
r ab- 
1 des 
A cet- 
kiile: 


JH 








Uber den Abbau der niederen Fettsiiuren usw. 185 





Die entstandene Essigsiure wurde dann zu Ameisensdure weiter 
abgebaut, wie es nach unseren Versuchen mit der Kaninchen- 
muskulatur der Fall ist. 


Die Versuche von Snapper und Griinbaum?) haben ferner 
gezeigt, daB auBer der Muskulatur nur die Niere #-Oxybutter- 
siure in groBem Umfang zerstéren kann, waihrend die Leber dieses 
Vermégen nur in sehr geringem Grade besitzt, Lunge und Milz 
iiberhaupt nicht. Nachdem in unseren Versuchen eine Zerstérung 
der f-Oxybuttersiiure im iiberlebenden Kaninchenmuskel nicht 
nachweisbar war, ergibt sich durch die Versuche Snappers und 
Grinbaums, daB die Hundemuskulatur im Gegensatz zu der 
des Kaninchens ein erhebliches Abbauvermégen gegeniiber der 
6-Oxybuttersiiure besitzt. Vielleicht ist dieser Unterschied darin 
begriindet, daB der Hund mehr Fett in seiner Ernahrung 
aufnimmt als das rein vegetarisch lebende Kaninchen und in- 
folgedessen ein stirkeres Abbauvermégen gegenitiber Fettsiuren 
besitzt. 


Hinsichtlich der Acetessigsiiure haben wir selbst keine Ver- 
suche angestellt, méchten aber darauf hinweisen, dab Snapper 
und Griinbaum einwandfrei festgestellt haben, daB Hunde- 
muskulatur bei Durchstrémung auch Acetessigsiure zu zerstéren 
vermag, und zwar werden etwa 80°/, der zugesetzten Acetessig- 
siiure umgesetzt. Von diesen 80°/, gehen 20°/, in #-Oxybutter- 
siure iiber, der Rest wird total zerstért. Es bliebe also u. EK. 
nur noch zu untersuchen, ob die Zerstérung der Acetessigsiure 
iiber die Essigsiure als Zwischenprodukt verlaiuft. Diese Vermu- 
tung wurde bereits von Embden und Michaud?) geiuBert, die 
nachwiesen, da8 lebensfrischer Organbrei (Leber, Muskulatur, 
Niere, Milz) Acetessigsiure zerstért, ohne da8 f-Oxybuttersiure 
nachweisbar wird und ohne da Sauerstoff nétig ist. 


Leberdurchstromungen. 


Die Durchstrémung der Leber mit den gleichen Fettsiuren 
und den niedersten Abbauprodukten, wie sie bei der Muskulatur 
ausgefiihrt wurden, ergab andere Resultate als bei der Muskulatur. 


IX. Zunichst wurde in Leerversuchen (defibriniertes Blut mit 
Ringerlésung) festgestellt, welche Mengen von Acetonkérpern, 





1) Biochem. Z. 167, 100 (1926); 185, 223 (1927). 
*) Hofmeisters Beitr. 11, 332 (1908). 
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Kssigsiure und Ameisensaure die Leber und die Durchstrémungs- 
fliissigkeit ohne Zusatz der zu priifenden Fettsiuren enthiilt. 


Tabelle IXa. 


4 Leberdurchstrémungen. Durchstrémungsfliissigkeit. 














Angewandte 
Kaninchen- Durch- Durch- 

versuch stromungs- strémungs- 
Nr. fliissigkeit fliissigkeit 

ccm cem 

32 320 310 

34 400 380 

34 280 270 

35 370 360 











Wiedergew. 





Durchschnittswert | 





Aceton aus 
Acetessig- 
siure 





Aceton aus 


6-Oxybutter- 


siiure 


In der Durchstrémungsfliissigkeit fanden sich also nur mini- 
male Mengen von Acetonkérpern. 


Tabelle [Xb. 


Lebergewebe selbst. 





























. . Aceton aus | Aceton aus . , 
Kaninchen-}| Gewicht Oxysiiure, | Ameisen- 
versuche | der Leber Aocten + Acet- 6 ay patter Essigsiiure | sidure 
Nr. essigsiure siure 
g mg mg mg mg 
82 56 1,8 2,1 _ 2,1 
33 82 2,6 0,8 sa 3,5 
34 val 1,4 1,1 ‘ 1,8 
ah... ae 87 a 1,4 ks wl 
Durchschnittswert | 1,9 1,4 | | 2,8 


Ks fanden sich also in der Leber bei Durchstrémung mit 
Ringerlésung nur geringe Mengen von Acetonkérpern und Ameisen- 
siure, keine Essigsiure. 


x. 


standiger Sauerstoffzufuhr. 


Acht Leberdurchstrémungen mit Essigsiure und 
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Tabelle Xa. 





























































































nungs- a i 
nthiilt. = Durchstrémungsfliissigkeit. 
- An- , Essigsiure 
3. | gewandte Wieder- |— é Aceton 
5S 5 | Durch- | 8ewounene am Schlu8] aus Acet- | Ameisen- 
Be stro- Dareh- aur des Vers. essig- siiure 
a stro6mungs- ied —— 
3 > mungs- fliiss; : gesetzt wieder- siiure 
” fliissigkeit] fiissigkeit gefunden 
owen Nr. ccm com g g _ ms 
| aus 36 | 320 | 290 0,685 | 0,213 | 67 | os 
utter- 87 360 340 0,771 0,265 4,3 1,8 
“" 38 280 260 0,600 | 0,202 8,0 — 
39 320 280 0,685 0,243 6,1 = 
40 340 300 0,643 0,196 9,4 1,3 
; 41 400 370 0,857 0,293 4,1 —_ 
= 42 360 335 0,771 | 0,245 7,2 1,1 
43] 360 | 330 | 0771 | 214 | 618 
Durchschnittswert | 6,5 | 1,25 
Tabelle Xb. 
Lebergewebe selbst. 
i | i | ee | 
mini- 33 |] ‘co | in die amSchlu8| ..,,. aah meg - z=¢€ 
BE | EBA] Leber | derVer-| ™die | S25 | se2 | 32 
Go] Op ss | Leber | O32 | Oe 8 
S> 1 ad iiber- suche oS 90 a 
4 > | gegangen wiedergef. Umsesetzt} < Sy 
a a a. Se oe 2 Fn Rs, ae Bo, 
36 | 7 | 0,472 | 0,862 | 0,110 17,2 27,2 0,6 
37 | 68 | 0,506 | 0,398 0,108 16,8 29,0 1,2 
——e 33 | 80 | 0,898 | 0,280 0,118 19,0 43,0 2,1 
= 39 | 65 | 0,442 | 0,814 0,128 17,4 38,2 3,0 
40 | 70 | 0,447 | 0,306 0,141 16,5 46,2 1,2 
1sen- 41 | 65 | 0,564 | 0,401 0,163 7,0 27,1 2,1 
Ire 42 | 82 | 0,523 | 0,396 0,130 10,3 21,9 0,4 
43 | 74 | 0,557 | 0,886 | 0,171 | 183 | 23,2 | 0,8 
~ Durchschnittswert | 15,3 | 32 | 1,4 
Es zeigt sich also bei der Leberdurchstrémung nach Kssig- 
siurezusatz eine erhebliche Zunahme der Acetonkérper, wie dies 
schon Embden und seine Schiiler festgestellt haben. In unseren 
. Versuchen iiberwiegt dabei die Oxybuttersiiure weit iiber die 
Acetessigsiure. Vérmutlich wird die zunichst entstehende Acet- 
essigsiure zum gréBten Teil zu Oxybuttersiiure reduziert, wie das 
mit Snapper und Griinbaum in Durchstrémungsversuchen mit Acet- 
vail essigsiure nachgewiesen haben. Dagegen ist die Ameisensiure 
gar nicht vermehrt. Dies ist ein auffallender Gegensatz zur 
ind Muskulatur: Essigsiure wird von der Leber zu Acetonkérpern 


umgesetzt, in den Muskeln aber zu Ameisensiéure oxydativ abgebaut. 
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XI. Sechs Leberdurchstrémungen mit Buttersiure 
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stindiger Sauerstoffzufuhr. 
Tabelle XIa. 


Durchstrémungsfliissigkeit. 


und 
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y 2 pe ee 2, [2s | 
So 152 P8lo. we Buttersiiure a@orol*s.,] & | 2 
BRIEFS SSIS Eas —|sfslesa|l 2 | 32 
ae tae mAs zu- wieder- | 8 "185 "| 3 ' 
< q el = gesetzt | gefunden | Se a) 
Nr ecm ccm g g mg mg _mng 
44 | 400 890 1,490 | nicht | 39 | 102] — | 2,8 
45 280 250 1,043 ‘ 1,9 7,2 — 3,5 
46 | 310 280 iam | 1 gs | 04 — 1 2s 
AT 240 230 0,894 tativ 5,4 59 | — | 0,9 
48 280 260 1,043 | bestimmt] 36 wi-— i 32 
Bh Bi ae A osc ee. Reet 
Durchschnittswert | 3,37 | 7,4 | | 2,4 
Tabelle XIb. 
Lebergewebe selbst. 
Kaninchen-|Gewicht] pittor Aceton Aceton =o 
euneah der pone aus Acet- | aus f-Oxy- | Essig- ‘eae 
Leber essigsiure | buttersiure | saure 
Nr 
Danie a oe oe: mg _ mg me 
44 62 . 5,8 14,9 —_ 8,9 
t ’ ’ 
45 85 eo 11,6 19,8 — | 156 
46 73 oe 10,9 21,3 wee 21,2 
47 90 tativ 12,1 36,0 — 21,9 
48 60 | bestimmt 4,3 17,9 _ 11,5 
Sn 64 39) | | 21,2 — a | 20,2 
Durehschnittswert | 8,1 | 21,8 | | 16,5 


Ks ergab sich also eine deutliche Zunahme der Acetonkérper 
(insbesondere der #-Oxybuttersiure), aber nicht in gleichem Grade 
wie bei der Essigsiuredurchstrémung. 

Die miBige Vermehrung der Ameisensiiure méchten wir nicht 
auf einen Abbau der Buttersiure beziehen, da dieser kaum anders 
als tiber Acetessigsiure —> Essigsiiure denkbar ist und da die 
Durchstrémung mit Essigsiure in der Leber nicht zur Bildung 


von Ameisensiure fiihrt (vgl. Tab. Xa und Xb). 


Wir nehmen 


deshalb an, daf die Ameisensiiure aus anderen Quellen stammt 
(Kohlenhydrate?) und daB ihre Verbrennung durch die Oxydation 
der Buttersiiure aus irgendeinem Grunde gehemmt worden ist. 
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Uber den Abbau der niederen Fettsiuren usw. 


Zwei Leberdurchstrémungen mit f#-Oxybutterséure ergaben 
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ebenfalls eine m&aBige Vermehrung von Ameisensiure, die wir auf 
die gleiche Weise wie soeben auseinandergesetzt erkliren méchten. 

XII. Zuletzt fihrten wir noch 7 Leberdurchstrémungen mit 
Capronsiure aus. 


Tabelle XIlIa. 


Durchstrémungsfiiissigkeit. 




































































ean ® P . 9 ® mn ' 
a. 13 22/2 ee| 5x 6.2] 35 : 
2S [gaers/S4e8! #8 [s5s3/ *22] § | Se 
O58 9S wo] & So 5 to gaa I+ SOS] aes Pe af 
an BH om |O & Sem ote 2 on 5 > = 
om et o> g Rings os § m ° rs) on 2 Pts ap Hos 
av MQ? .210Q% 2 i“ anion D pq 7 os § ‘m 
e- lea sale SS] Ss (“et Bl go se |< 
4 q eT 2&2 o) - “| <2 f=) 
Nr ccm ecm g mg mg mg 
50 200 170 0,828 1,2 10,0 . 0,2 
51 220 180 0,911 2,0 8,9 _ i,1 
52 280 260 1,600 0,8 9,1 a 1,2 
53 280 250 1,600 2,1 11,2 rons 0,7 
54 320 300 1,325 3,0 7,4 ais 2,9 
55 300 275 1,242 1,4 5,4 — 1,8 
56 200 190. | 0,828 1,2 68 | — | 21 
Durchschnittswert | 1,6 | 984 | | 1,4 
Tabelle XIIb. 
Lebergewebe selbst. 
Kaninchen- ' Aceton aus | Aceton aus sy 
Gewicht Acetessig- | 8-Oxybutter-} Essig- Ameisen 
versuch | der Leber 7 4 z siure 
siiure siure siure 
-_ g mg mg mg 
50 60 2,7 14,8 i 1,4 
51 63 3,1 17,1 om 4,2 
52 74 2,4 15,4 — 8,1 
58 70 me 21,0 _ 6,2 
D4 85 4,0 19,4 — d,1 
55 74 3,1 15,1 7 7,4 
56 a Se a 
Durchschnittswert | 2, | 158 | 4,3 


Also fand sich auch nach Capronsiurezusatz eine deutliche 
Acetonkérperbildung insbesondere der (#-Oxybuttersiure, was 
wiederum eine Bestitigung der Embdenschen Befunde ist. 
AuBerdem eine minimale Steigerung der Ameisensdurebildung. 

Von Interesse ist, daB die Werte der Acetonképer nach Essig- 
siurezusatz am hiéchsten waren, dann folgt als Acetonbildner die 


Buttersiure und zuletzt die Capronsiure. Die Menge der -Oxy- 
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buttersiure war stets wesentlich héher als die der Acetessigsiure, 
Das dirfte darauf zuriickzufiihren sein, dab die Leber bestrebt 
ist, ein bestimmtes Mengenverhiltnis zwischen Acetessigsiiure und 
f-Oxybuttersiure herzustellen. 

Mit der Frage des Abbaues der Acetonkérper in der Leber 
haben sich, nachdem bereits friihere Versuche von Embden und 
seiner Schule, Pribram u. a. vorlagen, Snapper und Griin- 
baum?) eingehend beschiaftigt, wobei nicht nur die Durchstrémungs- 
flissigkeit, sondern auch das Lebergewebe selbst untersucht wurde, 
was unbedingt n6étig ist und in den friiheren Versuchen meist 
vernachlissigt worden war. Snapper und Grinbaum fanden, 
daB man nach Durchstrémung der Hundeleber mit Blut, dem 
f-Oxybuttersiure zugesetzt ist, fast simtliche zugesetzte Oxy- 
buttersiure wiederfindet, wobei 16—32°/, in Acetessigsiure iiber- 
gegangen sind. Da sich aber schon vor der Durchstrémung in der 
Hundeleber und dem verwendeten Blut etwa 50 mg -Oxybutter- 
siure finden, miiBte man eigentlich nach der Durchstrémung etwa 
50 mg mehr Acetonkoérper finden als der zugesetzten Menge ent- 
spricht. Es ist also wahrscheinlich, daB die Leber einen kleinen 
Teil der #-Oxybuttersiure doch wirklich abbauen und nicht blof 
in Acetessigsdure iiberfiihren kann. Hinsichtlich der Acetessigsiure 
haben Snapper und Griinbaum?) in Vervollstandigung der Ver- 
suche von Embden und Michaud, Dakin und Wakeman sowie 
Friedmann und Maase festgestellt, daB bei der Leberdurch- 
strémung 50—60°/, der zugesetzten Acetessigsiure zu fB-Oxy- 
buttersiure reduziert werden, der iibrige Teil fast véllig wieder- 
gefunden wird. Die Leber besitzt also nicht die Fahigkeit, Acet- 
essigsiiure in wesentlichem Umfang zu zerstéren. 


Die Frage der Zuckerbildung aus Fett. 


DaB die Glycerinkomponente der Neutralfette vom Siugetier- 
organismus in Zucker iibergefiihrt werden kann, ist von E.Schmitz‘) 
nachgewiesen. Sie bildet aber nur den kleinsten Teil des Molekiils 
und kommt deshalb nicht wesentlich in Betracht. Ob dagegen die 
langen Fettsiureketten in Zucker verwandelt werden kénnen, ist 
sehr fraglich, und iiber den chemischen Weg, auf dem diese Um- 
wandlung vor sich gehen kann, ist bisher noch nichts Sicheres 
bekannt. Hinsichtlich der Untersuchungen, die mit Hilfe summa- 





1) Biochem. Z. 181, 410 (1926). ?) Biochem. Z. 181, 418 (1926). 
5) Biochem. Z. 45, 18 (1912). 
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rischer Methoden (Quotient D:N im Urin, respiratorischer Quotient) 
durchgefihrt wurden, um eine Zuckerbildung aus Fettauren zu 
beweisen, méchten wir nur bemerken, daf bisher kein einwand- 
freies positives Ergebnis vorliegt. Wir verweisen auf die griindliche 
und kritische Zusammenstellung der einschligigen Arbeiten bei 
Thannhauser’), dem wir uns in dieser Frage vollkommen an- 
schlieBen. Trotzdem mu8 man die Moéglichkeit offen lassen, dab 
auf irgendeinem Wege eine Zuckerbildung aus Fettsiuren statt- 
findet, die so gering ist, daB sie mit den eben genannten Methoden 
nicht nachgewiesen werden kann. Fragen des speziellen inter- 
mediiren Stoffwechsels kénnen mit summarischen Methoden iiber- 
haupt nicht geklart werden, sondern nur dadurch, daB man unter- 
sucht, in welcher Weise eine bestimmte, dem Organismus zugefiihrte 
Substanz im Tierkérper bzw. in einzelnen Organen verindert wird. 
Die Uberfiihrung von Fettsiuren in Zucker erfordert auf jeden 
Fall zunichst einen weitgehenden Abbau der Fettsiuren, und es 
muB infolgedessen untersucht werden, ob Abbauprodukte der Fett- 
siuren in Stoffe iibergefiihrt werden kénnen, die zu den Zucker- 
bildnern gehéren. Folgende Méglichkeiten fiir die Zuckerbildung 
aus Fett miissen in Betracht gezogen und auf Grund unserer 
eigenen Ergebnisse einer Kritik unterworfen werden: 

1. Der von Thunberg?) angenommene Ubergang von Essig- 
siure in Bernsteinsaéure, wobei 2 Molekiile Essigsiure unter Abgabe 
je eines Atoms Wasserstoff sich zu 1 Molekiil Bernsteinsiure ver- 
einigen sollen. Dieser Vorgang ist jedoch bisher nur bei Bakterien 
nachgewiesen. Die Entfairbung von Methylenblau durch Saugetier- 
Muskelbrei bei Zusatz von Essigsiure beweist lediglich, da 
Methylenblau in diesem System als Wasserstoffacceptor dient und 
daB irgendeine Substanz dehydriert wird, aber nicht, daB dies die 
Kssigsiure selbst ist und noch viel weniger, da8 Bernsteinsiure 
aus ihr entsteht. Solange bei dieser Versuchsanordnung die Bildung 
von Bernsteinsiure selbst sowie ein entsprechendes Verschwinden 
von Essigsiure nicht nachgewiesen ist, ist die Annahme einer 
Uberfithrung von Essigsiiure in Bernsteinsiure durch Muskel- 
gewebe unbegriindet. Abgesehen von der mangelnden Beweiskraft 
der Versuche mit Muskelbrei sprechen unsere eigenen Versuche 
mit Durchstrémung der iiberlebenden Organe unmittelbar dagegen, 
daB Essigsiure in Bernsteinsiure iibergehen kann (vgl. Anfang 


1) Stoffwechsel und Stoffwechselkrankheiten, Bergmann, Miinchen 
1929, S. 277 ff. 
*) Skand. Arch. Physiol., Berlin u. Leipzig 40, 1 (1920). 
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dieser Arbeit) Ferner ist die Tatsache, da8 Bernsteinsiure leicht 
Glykogen bildet [(Cremer’), Stéhr’)], Essigsiure aber nicht, ein 
weiterer Beweis gegen die Theorie, daB Essigsiiure in Bernstein- 
siiure iibergehen kann. Denn sonst miiften ja die normalen Fett- 
siuren quantitativ in Zucker iibergehen, und die Zuckerbildung 
aus Fett hitte sich schon lingst leicht beweisen lassen. 

2. Kin zweiter Weg fiir den Ubergang von Fett in Zucker 
kénnte in der Bildung des ,,Ketols“ nach Henze*) (CH,-CO-CH(OH) 
-CH,-CO-CH,, das ist Oxyacetonylaceton) bestehen, einer Ver- 
bindung, die nach Henze beim Zusammenbringen von Acetessig- 
siure und Methylglyoxal in vitro unter Abspaltung von Kohlen- 
siure entsteht. Das Ketol laBt sich durch gelinde Oxydationsmittel 
in Brenztraubenséure iiberfiihren, es wird durch Leberbrei rasch 
zerstért und vom Kaninchen nach peroraler Zufuhr nur zu einem 
kleinen Teil wieder mit dem Harn ausgeschieden. Das Ketol 
bildet nach Stéhr*) bei Verfiitterung an hungernde Tiere Glykogen 
in der Leber, wobei es wahrscheinlich zu einer intermediiren 
Bildung von Methylglyoxal bzw. Brenztraubensiure kommt. Letztere 
Substanzen erwiesen sich in besonders durchgefiihrten Versuchen 
als Glykogenbildner in der Leber (aber ebenso wie Ketol nicht im 
Muskel). Wenn die Bildung des Ketols physiologisch von Bedeutung 
ware, dann miiBten auch Substanzen, aus denen Acetessigsdure 
im Tierkérper entstehen kann, wie Essigsiure und Buttersiure, 
auf dem Wege iiber das Ketol Glykogen bilden kénnen. Diese 
Frage hat Stéhr) untersucht und festgestellt, daB die Verfiitterung 
von Essigsiure und Butterséure bei Hungertieren keine Vermehrung 
des Leberglykogens bewirkt (ebenso wie eine Reihe andere Autoren). 
Gab er aber gleichzeitig mit der Essigsiure bzw. Buttersiure 
(0,2 g der Na-Salze) noch Glucose (0,1 g), dann fand er in der 
Leber etwas mehr Glykogen als nach Verfiitterung von 0,1 g 
Glykose allein. Die Vermehrung ist aber so gering (nur ein kleiner 
Bruchteil, naimlich 1/, der verfiitterten Glykosemenge), daB sie 
m. E. nicht auf eine Glykogenbildung aus Fettsiiure bezogen werden 
kann. M. E. ist die Wirkung der Fettsaiuregabe so zu erkliren, 
daB die Fettsiure zur Wairmebildung des Tieres verwertet wurde 
und dadurch Glykogen eingespart hat. Stéhr ist iibrigens auch 
selbst sehr vorsichtig in den SchluSfolgerungen aus, seinen Ver- 
suchen. Infolgedessen besitzt das ,,Ketol“ Henzes einstweilen nur 





1) Berl. klin. Wsehr. 1913. *) Diese Z. 217, 153 (1933). 
*) Diese Z. 189, 121 (1930); 193, 88 (1930); 195, 250 (1981). 
*) Diese Z. 206, 212 (1932). 5} Diese Z. 217, 141 (1933). 
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theoretische Bedeutung und kommt als Weg fiir die Zuckerbildung 
aus Fettsiuren unter physiologischen Bedingungen nicht in Betracht. 


3. Eine weitere Moglichkeit zur Umwandlung von Fettsduren 
in Zucker wurde von Jost’) untersucht. Jost fand bei Durch- 
strémung der Phlorrhizin-Fettleber nach Zusatz von Phosphatid 
(6—8 g Cephalin) einen Anstieg des Zuckers in der Durch- 
strémungsfliissigkeit, Steigerung des Sauerstoffverbrauchs und 
Sinken des respiratorischen Quotienten, woraus er auf gesteigerte 
Fettverbrennung und Bildung von Zucker aus Fett schlieBt. Dem- 
nach erscheint es zunichst als méglich, daB unter den Bedingungen 
des Versuches (Phlorrhizinvergiftung und Zuleitung von Phos- 
phatiden zur Leber) eine Zuckerbildung aus dem Fettsiureanteil 
der Phosphatide stattfindet (iiber irgendwelche Bruchstiicke der 
ungesittigten Fettsiuren?). Da aber nur die Durchstrémungsfliissig- 
keit und nicht auch das Lebergewebe selbst vor und nach dem 
Zusatz der Phosphatide auf seinen Kohlenhydratgehalt untersucht 
ist und die respiratorischen Quotienten schon vor dem Zusatz 
der Phosphatide so unwahrscheinlich niedrig waren (bis 0,326), 
daB der Gasaustausch in dem durchstrémten Organ irgendwie 
gestért gewesen sein mu, kann u. E. aus den Versuchen nicht 
mit absoluter Sicherheit auf eine Zuckerbildung aus Fettsiuren 
geschlossen werden. 


Aus all dem geht hervor, daB bisher noch keine chemische 
Reaktionsfolge bekannt ist, die im Siugetierkérper einen Uber- 
gang von Fettsiure in Kohlenhydrat erméglichen kénnte. Auf 
Grund unserer eigenen Versuche schlieBen wir uns also der Auf- 
fassung von Lusk?) und Thannhauser an und halten eine Zucker- 
bildung aus Fettsiuren beim Siugetier fiir bisher nicht bewiesen. 
Der von uns in der Muskulatur nachgewiesene Abbau der KEssig- 
siure zu Ameisensiure bildet eine wesentliche Stiitze fiir die 
Ansicht Lusks und Thannhausers, daf der Muskel in der 
aeroben Erholungsphase aufer Zucker auch Fett bzw. Abbau- 
produkte der Fettsiuren verbrennen kann und nicht auf Zucker- 
verbrennung angewiesen ist, und daB der Zerfall von Zucker in 
Milchsiure (mit den von Embden und Meyerhof festgestellten 
Zwischenstufen) nur fiir die anaerobe Anfangsphase der Kontrak- 
tion erforderlich ist. Eine Uberfiihrung von Fett in Kohlenhydrat 
zum Zwecke der Muskelarbeit erscheint infolgedessen iiberfliissig, 





1) Diese Z. 197, 90 (1981). 
2) Biochem. Z. 156, 334 (1925). 
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da der Muskel auch im Hunger stets ein gewisses Quantum 
Glykogen fiir die anaerobe Anfangsphase der Kontraktion aufgespart 
halt und die chemische Energie der Erholungsphase durch Fett- 
verbrennung bestreiten kann. Damit wird nicht bezweifelt, dai 
der Muskel vorzugsweise Kohlenhydrat verbrennt, so lange er es 
im UbermaB zur Verfiigung hat. 


Zusammenfassung. 


In Durchstrémungsversuchen wurde gezeigt, daB die Musku- 
latur des Kaninchens imstande ist, Essigsiure in Ameisensiure 
iiberzufiihren und die Ameisensiiure energisch weiter abzubauen. 
Die héher molekularen Fettsiuren bis herab zur Buttersiure 
werden von der Muskulatur (Hund und Kaninchen) nicht an- 
gegriffen (Bestiitigung von Embden). Erst die Oxydationsstufen 
der Buttersiure, d.s. die f-Oxybuttersiiure und Acetessigsiure, 
werden von der Muskulatur des Hundes sehr ergiebig zerstért 
(Snapper und Griinbaum), beim Kaninchen dagegen wird die 
f-Oxybuttersiure nach unseren Versuchen nicht nachweisbar an- 
gegriffen. Versuche mit Acetessigsiure stehen beim Kaninchen 
noch aus. Die Leber des Kaninchens vermag, wie wir in Be- 
stitigung von Embden und seiner Schule fanden, aus Essigsiiure 
reichlich Acetessigsiure zu bilden. Jedoch ist die Leber im 
Gegensatz zur Muskulatur nicht imstande, die Essigsiure zu 
Ameisensiure abzubauen. 


Die Funktion der Leber beim Fettsiureabbau ist also die 
von Knoop entdeckte f-Oxydation, wobei von den langen Fett- 
siureketten wiederholt Essigsiure abgespalten wird und schlief- 
lich Buttersiéure iibrig bleibt. Diese wird von der Leber zu den 
Acetonkérpern, d.s. #-Oxybuttersiure und Acetessigsiure oxydiert. 
Sowohl die Essigséiure wie die Acetonkérper werden jedoch von 
der Leber nicht weiter zerstért, sondern ans Blut abgegeben und 
anderen Organen zugefiihrt, wo die Zerstérung stattfindet (haupt- 
sichlich in der Muskulatur), Die Leber leitet also den 
Abbau der langen Fettsiureketten ein, die Muskulatur 
fiihrt ihn zu Ende. 

Hinsichtlich der Frage der Zuckerbildung aus Fettsiuren 
hat sich die friiher allgemein verbreitete, aber noch unbewiesene 
Annahme, daB KEssigsiure von der Saugetiermuskulatur in 
Bernsteinsiure, also eine zuckerbildende Substanz, iibergefiihrt 
werden kann, als irrig erwiesen. Denn Essigsiure wird von der 
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Muskulatur direkt zu Ameisensiure oxydiert, von der Leber in 
Acetessigsiure iibergefiihrt. Beide Substanzen sind keine Zucker- 
bildner. Die Bernsteinsiure entsteht dagegen, wie friiher von uns 
nachgewiesen, nie bei der Durchstrémung von Leber oder Muskulatur 
mit Essigsiure, sondern nur nach Zusatz von Brenztrauben- 
siure. Es folgt also erstens, daB die Essigsiure und Aceton- 
kérper in die Reihenfolge des Fettsiureabbaus, die Bernsteinsiure 
nebst ihrer Vorstufe, der Brenztraubensiure, in die Reihe der 
Zuckeroxydation gehéren, und zweitens, daB die Muskulatur 
niedere Abbauprodukte der Fettsiuren (8-Oxybuttersiure, Acet- 
essigsiure, Essigsiure), verbrennen kann, ohne daB diese vorher 
in Kohlenhydrat iibergefiihrt werden miissen. 

Da fernerhin eine Zuckerbildung der Fettsiuren auch iiber 
das Henzesche Ketol sowie iiber die Phosphatide (Jost) bisher 
nicht einwandfrei bewiesen ist, entbehrt die Annahme der Zucker- 
bildung aus Fettsiuren beim Saugetier bisher noch jeder Grundlage. 
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Uber das Vorkommen von hochwirksamen, 
die Blutgerinnung hemmenden Stoffen in Meeresalgen. II. 
Von 


Horst Elsner. 





(Aus der IV. Medizinischen Universitaétsklinik am Robert Koch-Krankenhaus Berlin.) ' 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Januar 1938.) 


In einer vorangehenden Mitteilung!) war gezeigt worden, dai 
mit Wasser aus Carrageen, Agar-Agar oder aus der Rotalge Irideae 
laminarioides extrahierte Kohlenhydrat—Schwefelsiureester die Ge- 
rinnung von Blut noch in groBer Verdiinnung verhindern. Die 
Fortsetzung dieser Versuche hat das Gesamtbild etwas erweitert, 
so daB ich die bisherigen Ergebnisse schon jetzt kurz zusammen- 
fassen méchte, um Anderen vergebliche Miihen zu ersparen. 

Die Droge Carrageen D.A.B. 6 ist ein Gemisch aus ver- 
schiedenen Algen; der Hauptbestandteil bildet der Knorpeltang 
Chondrus crispus (L.) Stackh., daneben finden sich die Rotalge 
Gigartina mamillosa (Good. et Woodw.) J. Ag. und gelegentlich 
kleine Mengen anderer Algen’). Es erhob sich zuniachst die 
Frage, welche von den verschiedenen Algen, die in der Droge 
Carrageen vorkommen, enthilt die gerinnungshemmende Substanz? 
Vorausgeschickt sei, daB 3 Muster Carrageen D.A.B. 6 aus ver- 
schiedenen Quellen etwa gleiche Mengen in kaltem Wasser lés- 
licher Bestandteile enthielten und daB die Eindampfriickstinde 
dieser waiBrigen Ausziige alle noch bei der gleichen Grenzkonzen- 
tration — etwa 1:400000.— eine deutliche Hemmung der Blut- 
gerinnung zeigten. Bei einem der drei untersuchten Muster war 
die Herkunft mit Sicherheit festzustellen: es stammte von der 
franzésischen Westkiiste aus der Umgebung von Cherbourg. Dieses 
Muster bestand aus groBen Algenstiicken, die sich nach dem Aus- 
sehen in sieben verschiedene Formen trennen lieBen. Die Einzel- 
untersuchung der 7 Teile ergab, daf der aus Gigartina mamillosa 





1) H. Elsner, W. Broser u. E. Biirgel, Diese Z. 246, 244 (1937). 
*) Vgl. A. Tschirch, Handbuch der Pharmakognosie, Bd. II, 1. Ab- 
teilung (Leipzig 1912), 8. 284 ff. 





La 
fily 


ho 


Po 


der 
ton 
fiir 
liek 


(Be 











Hochwirksame, d. Blutgerinnung hemmende Stoffe in Meeresalgen. II. 197 


bestehende Anteil (4,3°/, der Gesamtmenge) unwirksam war, wiib- 

rend die sechs iibrigen nur aus Chondrus crispus*) bestehenden 
Anteile alle — wenn auch in verschiedener Menge — einen ge- 
rinnungshemmenden Stoff enthielten. Um so iiberraschender ist 
es, daf zu verschiedenen Zeiten bei Helgoland gesammelter Chon- 
drus crispus (11. V., Anfang VI. jung ausgetriebene, stark im 
Wachsen befindliche Pilanzen; 18. X. aus Gezeitengiirtel von 
hellem Standort; 19. X. aus Gezeitengiirtel von dunklem Standort; 
1. XI. aus 4—5 m Tiefe) nur unwirksame witbrige Ausziige lieferte. 
Man mu8 demnach annehmen, daf in der Alge Chondrus crispus 
die blutgerinnungshemmende Substanz nur zu bestimmten Jahres- 
zeiten oder in bestimmten Entwicklungsstadien oder unter be- 
stimmten Standortsbedingungen enthalten ist. Dies ist nicht so 
sehr verwunderlich, da G. Lunde‘) auch fiir den Aschen-, Algin- 
siure- und Mannit-Gehalt der Alge Laminaria digitata ganz er- 
hebliche jahreszeitliche Schwankungen nachgewiesen hat { Versuche 
von Edith Krauel?)]. 

Polysaccharid—Schwefelsiureester, die ich als die Ursache 
der gerinnungshemmenden Wirkung verschiedener Rotalgen an- 
sehe, finden sich nach P. Haas und B. Russell-Wells®) auch 
in zahlreichen anderen Meeresalgen. Es wurden deshalb die 
wiBrigen Ausziige (bei 20—25° hergestellt) folgender bei Helgo- 
land vorkommender Algen gepriift, ob sie die Gerinnungszeit von 
menschlichem Gesamtblut beeinflussen. 

Griinalgen: Cladophora Sonderi Kiitz. (VIL), Knteromorpha 
compressa (L.) Grev. (VIL), Cladophora rupestris (L.) Kiitz. (VIIT.). 

Braunalgen: Fucus serratus L. (ILI.), F. vesiculosus L. (IIT.), 
F, platycarpus Thur. (III.), Halidrys siliquosa (L.) Lyngb. (II1.), 
Laminaria saccharina (L.) Lamour. (V., junge Pilanzen), Chorda 
filum (L.) Lam., Himanthalia lorea(L.) Lyngb. (17. [X.), Ascophyllum 
nodosum (L.) Le Jol. (17. IX,). 

Rotalgen: Rhodomela subfusca (Woodw.) J. Ag. (IIL, 18. X.), 
Polysiphonia urceolata (Light.) Grev. (V.), Delesseria alata (Huds.) 


5) DaB es sich hier um Chondrus crispus handelte, wurde mir von 
der Staatlichen Biologischen Anstalt auf Helgoland und auf Grund ana- 
tomischer Untersuchung von Friulein Dr. Marg. Thomas, Berlin, bestiitigt; 
fiir die freundliche Unterstiitzung sage ich den Beteiligten meinen verbind- 
lichen Dank. 

*) Angew. Chem. 50, 731 (1937). 

5) Kinzelheiten beziiglich der Versuche sind aus den Dissertationen 
(Berlin, medizin. Fakultit) der betreffenden Mitarbeiter zu entnehmen. 

6) Biochemie. J. 17, 696 (1923). 
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Lam. (VIL), Cystoclonium purpurascens (Huds.) Kiitz. (VII), Por- 


phyra laciniata (Lightf.) Ag. (VIT.), Plocamium coccineum (Huds,) 


Lyngb. (VIIL), Abnfeltia plicata (Huds.) Fries (VIII.), Corallina 
officinals L. (V.). 

In Klammern ist stets der Monat bzw. der Tag des Kin- 
sammelns beigefiigt. Die wiBrigen Ausziige aus vorstehenden 
Algen haben sich alle als unwirksam erwiesen. Unwirksam waren 
auch wiBrige Ausziige der Rotalge Gigartina mamillosa (VIII: 
30. IX.), die bei Helgoland nicht vorkommt und deshalb von 
Herrn Dr. G. Lunde freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde. 
Dagegen zeigten wiBrige Ausziige der Rotalge Delesseria san- 
guinea (L.) Lam. eine sehr betrichtliche hemmende Wir- 
kung auf die Blutgerinnung, die aber von der Jahreszeit abhingi¢ 
ist. Im Mai 1937 bei Helgoland gesammelte Exemplare mit wohl- 
ausgebildeten, ganzrandigen Blittern ergaben beim Eindampfe: 
der wiBrigen Ausziige (20—25°) eine T'rockensubstanz, die ohne 
weitere Reinigung in einer Verdiinnung von 1:800000 die Ge- 
rinnung von menschlichem Gesamtblut bei 40° noch deutlich 
meBbar verzégert. Diese Rohsubstanz entspricht an Wirksamkeit 
etwa dem Heparin-Kahlbaum [= Heparin B der friher ge- 
brachten Tabelle)]. Im August gesammelte Delesseria sanguinea 
mit schon etwas zerschlitztem Laub besaB nur noch die Hilfte, 
und am 18. November 1937 gesammelte Proben, bei denen ledig- 
lich die Mittelrippen vorhanden waren, zeigten nur noch knapp 
1/, der urspriinglichen Wirksamkeit. Das Vorkommen gerinnungs- 
hemmender Substanzen ist aber nicht allein auf Rotalgen be- 
schriinkt; wiiBrige Ausziige aus der Braunalge Chordaria flagelli- 


fornis Ag. hemmen ebenfalls — wenn auch nur in gréferer Kon- 
zeutration — die Blutgerinnung: 5 mg der 'l'rockensubstanz eines 


wiBrigen Auszuges geniigen, um 3 ccm menschliches Blut 24 Stun- 
den fliissig zu halten [Versuche von Edith Krauel und Ernst 
Langer’)]. 

Auch das von G. Lunde, E. Heen und E, Oy”) aus der 
Braunalge Laminaria digitata erhaltene Fucoidin, das von diesen 
Forschern freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde, zeigte eine 
starke gerinnungshemmende Wirkung. Die Grenzwirksamkeit nach 
der friiher beschriebenen Methode!) betrigt 1:800000. Um eine 
weitere Vergleichsméglichkeit zu haben, wurde noch fir Ger- 
manin (Bayer 205), auf dessen gerinnungshemmende Wirkung 


*) Diese Z. 247, 189 (1987). 
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or bereits S. Bryuchonenko und O. Steppuhn’) hingewiesen haben, 
ls.) [ die Grenzwirksamkeit = 1:100000 ermittelt. Diese beiden Werte 
na ff  crgiinzen die frither gebrachte Tabelle}). Versuche, den wirksamen 
Stoff aus Delesseria sanguinea in chemisch reiner Form zu ge- 
n- winnen und seine Konstitution aufzukliren, konnten bis jetzt noch 
en nicht beendet werden, da die durch Eindampfen der wiBrigen 
en Ausziige gewonnene Substanz auch nach mehrfachen Umfiallungen 
= sich stets noch als Gemisch erwies (Versuche von Werner Heyde). 
on COU Nach L. Lison®) geben Polysaccharid—Schwefelsiiureester mit 
le. Toluidinblau und Brilliant-Kresylblau in Verdiinnungen von 1:10000 
n- # und mehr einen Farbumschlag von Blau in Violett. Da diese Farb- 
r- ff  yeaktion unter Umstiinden einen sehr einfachen Test bei der Suche 
ig § nach gerinnungshemmenden Stoffen abgeben wiirde, wurden die 
l- [FF wiiBrigen (bei 20—25° hergestellten) Ausziige aller obengenannter 
az | Algen mit diesen Indicatoren gepriift. Obwohl die Alge Delesseria 
ie fF sanguinea einen deutlichen Farbumschlag lieferte, ergab sich leider 
e- @ im ibrigen kein paralleles Verhalten von Farbreaktion und ge- 
‘h ( yvinnungshemmender Wirkung. Viele Algen lieferten einen deut- 
it — lichen Farbumschlag, obgleich sie in den untersuchten Konzen- 
> ff trationen in bezug auf die Blutgerinnung unwirksam waren [Ver- 
za suche von Kurt Oppers?)]. 
" Bemerkenswert scheint mir noch die Beobachtung zu sein, 
Q daB wiBrige Ausziige sowohl aus Carrageen D.A.B. 6 als auch 
P aus Delesseria sanguinea nicht nur die Blutkoagulation verhindern, 
i sondern auch in hohem Grade die Senkungsgeschwindigkeit der 


Blutkérperchen beschleunigen. Fiir Ausziige aus Carrageen hat 
‘s schon 1924 K. Sakurei?*) auf diese Tatsache hingewiesen; da 
2 er defibriniertes Blut verwandte, blieb ihm die gerinnungshemmende 
Kigenschaft der Carrageenausziige unbekannt [ Versuche von Edith 
Krauel)},. 

Die wiBrigen Lisungen von Fucoidin und der aus Carrageen 
sewonnenen gerinnungshemmenden Substanz sind so hoch viscos, 
' fF  daB sie fiir intravenése Injektion wenig geeignet sind. Uberdies 
sind die aus Carrageen dargestellten Priiparate in wiBriger Lésung 
nicht lange haltbar. Dagegen liefert das aus Delesseria sanguinea 
' § — erhaltene Rohprodukt diinnfliissige, sehr wirksame und fast un- 
begrenzt haltbare wiibrige Lésungen. Es soll noch an einigen 


8) Miinch. med. Wschr. 74, 1316 (1927). 
*) Arch. de Biologie 46, 599 (1985); Bull. Soc. Chim. biol. 18, 225 (1936). 
10) Biochem. Z. 149, 525 (1924). 
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Beispielen gezeigt werden, daS die Priiparate aus Delesseria san- 
guinea nicht nur in vitro, sondern auch in vivo eine starke Ver- 
zogerung der Gerinnung bewirken. Das verwendete Priiparat 
wurde durch 3tagiges Extrahieren von Delesseria sanguinea (ge- 
sammelt im Mai 1937) mit der 40fachen Menge Wasser + Toluo! 
als Konservierungsmittel, Kindampfen des Filtrats im Vakuum, 
Aufnehmen in wenig Wasser und Fiillen mit Alkohol dargestellt. 
Die Grenzwirksamkeit dieses Produkts betriigt etwa 1:1000000. 

Die in der Tabelle angegebene Menge wurde in physiologischer Koch- 
salzlésung gelést und dem Versuchskaninchen in eine Ohrvene injiziert. Das 
zur Messung der Gerinnungszeit erforderliche Blut wurde mit der Spritze 
einer Vene des anderen Ohres entnommen. Die Blutgerinnungszeit wurde 
in V-formigen 2 mm-Capillaren bei 20° gemessen (Mittel aus 2 Bestimmungen). 
Zum Vergleich wurde auch ein Versuch mit Heparin- Kahlbaum ausgefiihrt. 





Blutgerinnungszeit bei 20° nach Minuten 
0 15, 80 60 | 90) 120) 210 240 860) 480 


80 mg Heparin-Kahlbaum | | 
Kaninchen 4:3300g . . |5'/,/158' 78 | 18 10; 12/1%/,,; 2) —| — 
50 mg Substanz aus 
Delesseria sanguinea | 
Kaninchen 9:2900g . . 42 o | fh.) & -}170' — | 50; 27 | 20 
50 mg Substanz aus 
Delesseria sanguinea 
Kaninchen 6:2800g . . ]8'/,| fl. fl. 460 — = 70) - 54 | 25 | 12 





fl. bedeutet noch fliissig nach 12 Stunden. 


Intramuskulir (bis 200 mg pro Tier) und per os (bis 1 g pro 
Tier) zeigt der aus Delesseria sanguinea dargestellte Stoff prak- 
tisch keine gerinnungshemmende Wirkung [Versuche von Kurt 
Oppers?)|. 


Die Durehfithrung vorstehender Untersuchungen wurde durch einen 
Sachkredit aus dem Roche-Fonds der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und eine Forschungsbeihilfe der Firma Schering A.-G., 
Abteilung Chemie, ermdglicht, fiir deren Gewiihrung ich meinen ver- 
bindlichen Dank abstatten méchte. Zu grobem Dank verpflichtet bin ich 
ferner der Staatlichen Biologischen Anstalt auf Helgoland fiir 
die Sammlung und botanische Bestimmung der Algen sowie dem irztlichen 
Direktor des Robert Koch-Krankenhauses, Herrn Prof. Dr. H. Dennig, fiir 
die mir in seinen Laboratorien gewiihrte Gastfreundschaft. 













Uber die Identitat von Cumo-tokopherol und -Tokopherol. 
2. Mitteilung iiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E). 


Von 


Walter John. 



























(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaitslaboratorium in Géttingen.) 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1938.) 


Tt. ae 


Vor einigen Monaten berichtete ich iiber die Isolierung eines 
phenolischen Stoffes mit den Eigenschaften eines Antisterilitits- 
faktors aus Weizenkeimlingsélen’), Der neue Stoff bildet ein gut 
krystallisiertes Allophanat vom Schmelzp. 146° und wurde als 
‘ _ Cumo-tokopherol bezeichnet. Gleichzeitig erérterte ich die Méglich- 

keit einer Identitaét des neuen Allophanates mit dem von H.M. Evans, 

O.M. Emerson und G, A. Emerson?) beschriebenen £-Tokopheryl- 
) allophanat vom Schmelzp. 138°. Indessen schien die nicht un- 
erhebliche Differenz in den Schmelzpunkten der beiden Stoffe eine 
Verschiedenheit sicher zu stellen, um so mehr, als die Isolierung 
eines weiteren Allophanates, des y-Tokopheryl-allophanates vom 
Schmelzp. 135—-135,5°, das mit Sicherheit vom /#-Tokopheryl- 
allophanat zu unterscheiden ist, bekannt wurde**). Weitere Kigen- 
_ schaften des f-Tokopherols, insbesondere Angaben iiber seine 
4 |  spezifische Drehung, die einen weiteren Vergleich der Priparate 
erlaubt hatten, waren nicht bekannt geworden. 

Ich habe einige Higenschaften des Cumo-tokopherols be- 
schrieben und erteilte ihm auf Grund der Analysenergebnisse die 
Formel C,,H,,0,. Das -Tokopherol wurde hingegen als Isomeres 
des «-Tokopherols von der Formel C,,H,,O, angesehen. Die 
spezifische Drehung des Cumo-tokopheryl-allophanates betrigt 
lo |i® =-+6,7°. Auf Grund der Eigentiimlichkeiten der Ultra- 
a violettabsorption des Cumo-tokopherols und seiner Ester und einer 

Reihe von chemischen Eigenschaften derselben, besonders ihres 

Verhaltens gegeniiber Oxydationsmitteln, schloB ich auf einen 

phenolischen Charakter des Cumo-tokopherols, wihrend das 8-Toko- 

pherol von seinen Entdeckern als Alkohol angesprochen wurde. 
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Vor kurzem gelang es Fernholz®) zu zeigen, daB «-Toko- 
pherol beim Erhitzen auf 350° Duro-hydrochinon liefert. Damit 
hat Fernholz den ersten tieferen Einblick in den chemischen 
Aufbau der Tokopherole erméglicht. Ich habe das Verfahren der 
thermischen Spaltung von Fernholz auch auf das Cumo-toko- 
pherol angewandt und dabei als Destillationsprodukt Pseudo- 
cumo-hydrochinon erhalten. Damit ist das Cumo-tokopherol in 
wichtigen Punkten charakterisiert, und es ist gezeigt, daB ein 
dem Pseudo-cumo-hydrochinon nahe verwandtes phenolisches 
System bereits im urspriinglichen Molekiil des Cumo-tokopherols 
vorgebildet sein mu. Diese Tatsachen veranlaBten mich, den 
gefundenen Antisterilitatsfaktor als charakteristischen neuen Ver- 
treter der Vitamin E-Gruppe zu betrachten, und ich gab ihm den 
Namen Cumo-tokopherol. Damit soll sein wesentlicher Unter- 
schied vom «-Tokopherol zum Ausdruck gebracht werden. 

Die mitunter noch vertretene Ansicht, daB die Tokopherole 
Sterine seien, ist mit ihren angefiihrten Eigenschaften nicht ver- 
einbar. Wenn das Molekiil der Tokopherole als Phenol 3 Doppel- 
bindungen enthilt, so kénnen nur 2 Ringe darin enthalten sein 
und nicht 4 Ringe wie im Molekiil der Sterine. 

Inzwischen ist es mir gelungen, die EKinheitlichkeit und Rein- 
heit des Cumo-tokopherols durch weitere Versuche unter Beweis 
zu stellen und gleichzeitig die aufgestellte Formel C,,H,,O, zu 
sichern. Ich habe zunachst das Cumo-tokopheryl-allophanat durch 
haufiges Umkrystallisieren aus Petrolither, Methanol und Aceton 
sowie durch wiederholtes Chromatographieren weiter aufzuteilen 
versucht und erneut mehrere Analysen anfertigen lassen. Die 
Analysenergebnisse bestitigen durchweg die Formel C,,H,,0, fiir 
das Cumo-tokopherol. Das durch Verseifung des reinen Allo- 
phanates erhaltene Cumo-tokopherol lieB sich entgegen meinen 
anfinglichen MiBerfolgen, die durch das Arbeiten mit zu kleinen 
Substanzmengen verursacht waren, glatt in einen p-Nitrobenzoe- 
siureester vom Schmelzp. 38—40° iiberfiihren, Auch die Analysen- 
ergebnisse fiir das Cumo-tokophery]-p-nitrobenzoat stehen in gutem 
Kinklang mit der fiir das Cumo-tokopherol angenommenen Formel 
C,,H,,0,. Den durch chromatographische Aufteilung an Aluminium- 
oxyd sorgfaltig gereinigten p-Nitrobenzoesiureester des Cumo- 
tokopherols habe ich verseift und durch Behandeln mit Cyanur- 
siure wieder in das Allophanat zuriick iiberfiihrt. Es zeigte sich, 
daB das so durch Umesterung gereinigte Cumo - tokopheryl- 
allophanat in allen Higenschaften mit dem Ausgangsmaterial 
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identisch ist. Damit ist die Reinheit des Cumo-tokopherols gut 
gesichert. 

Bei ihren weiteren Untersuchungen am £-'l’okopherol fanden 
Kvans und Mitarbeiter, daB es durch hiufiges Umkrystallisieren 
gelingt, das @-Tokopheryl-allophanat weiter zu reinigen und seinen 
Schmelzpunkt auf 144—146° zu erhéhen. Herr Prof. Evans 


' hatte die auBerordentliche Freundlichkeit, Herrn Prof. Windaus 


eine Probe seines gereinigten #-Tokopheryl-allophanates zuzu- 
senden und mir dadurch einen Vergleich zu erméglichen, wofiir ich 
ihm auch an dieser Stelle danken méchte. Ich habe die beiden 
Priparate von #-Tokopheryl-allophanat und Cumo-toko-pheryl- 
allophanat miteinander verglichen und keine bemerkenswerten 
Unterschiede zwischen beiden feststellen kénnen. Ich gebe zunichst 
eine kurze Zusammenstellung der beobachteten Schmelzpunkte. 


























Erstes deut- | Zusammen- 
liches Sintern fiieBen Klarpunkt 
0 0 0 
Allophanat Evans. ..:.. . 143 144 144,5 
Mischschmelzpunkt ..... 143,5 144,5 146 
Allophanat John... ... 144 145,5 146,5 
Allophanat Evans, umkryst. . 144 145 145,5 


Beide Priparate zeigen flache Nadeln. Beim Auskrystalli- 
sieren aus Liésungen sind sie hiufig zu Biischeln zusammen- 
selagert. Die Nadeln meines Priparates waren durchschnittlich 
etwas breiter. Ich habe das #-Tokopheryl-allophanat (Kvans) 
mehrfach aus verschiedenen Lisungsmitteln umkrystallisiert, dabei 
haben sich weder in der Léslichkeit noch in der Art der Krystall- 
bildung Unterschiede von meinem Cumo-tokopheryl-allophanat fest- 
stellen lassen. Der Schmelzpunkt des #-Tokopheryl-allophanates 
ist dabei noch um etwa 1° gestiegen, so daf in den Schmelz- 
punkten praktisch keine Unterschiede zwischen beiden Praparaten 
mehr bestehen. Auch das mikroskopische Bild beider Priparate 
zeigt keine erkennbaren Differenzen mehr. 

Die Drehung des polarisierten Lichtes stimmt innerhalb der 
MeBgenauigkeit iiberein. 

8-Tokopheryl-allophanat ... . [a]?° = 5,7°, 

Cumo-tokopheryl-allophanat. . . [a] = 6,7° in Chloroform. 

Kinen weiteren genauen Vergleich erméglicht die U.-V.-Ab- 


sorption, deren K-Werte in 0,2 °/,iger Lésung in Ather ich kurz 


: - J) 
usammenstelle, wobei K = —* log ,% 


15* 
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8-'Tokopheryl- Cu mo-tokophery] 
allophanat (Evans) allophanat (John) 
248 mu 0,36 mm7! 0,36 mm! 

Minimum 254 0,30 0,32 
265 0,86 0,87 
{ 275 1,85 1,85 
Maximum 280 2,02 2,05 
| 289 1,61 1,60 








Auch hierbei ergeben sich nur sehr geringfiigige Unterschiede, 

Im biologischen Testverfahren an der Ratte ergaben weitere 
Versuche, da8 Cumo-tokopherol mit 5 mg in einmaliger Dosis 
gute Antisterilitatswirkung besitzt, wihrend 3 mg nur sehr geringe 
Wirksamkeit zeigen. Damit stimmt mein Priiparat auch mit den 
Ergebnissen der biologischen Untersuchungen von Evans und 
Mitarbeitern tiberein, die fiir #-Tokopherol eine Wirksamkeit von 
3—5 mg an der Ratte ermittelt haben. 

Nach den Resultaten dieser Vergleiche bin ich iiberzeugt, 
daB #-Tokopherol und Cumo-tokopherol identisch sind. Ich halte 
es fiir zweckmaéBig, den Namen Cumo-tokopherol fiir den be- 
schriebenen Vitamin E-Faktor beizubehalten, weil er den charak- 
teristischen Unterschied vom «-Tokopherol betont, und weil diese 
Art der Namengebung vor einer Buchstabenbezeichnung, bei 
einer gréBeren Zahl von thnlichen Faktoren, die gréBere Uber- 
sichtlichkeit voraus hat. 

Vor wenigen Wochen beschrieben auch Todd, Bergel und 
Work®) die Isolierung von -Tokopheryl-allophanat mit Eigen- 
schaften, die mit unseren Werten in guter Ubereinstimmung sind. 
Etwa gleichzeitig beschrieben auch Karrer, Salomon und 
Fritzsche’) die Isolierung eines krystallisierten Allophanates 
vom Schmelzp. 143—144° aus Weizenkeimélen, das den Namen 
Neo-tokopherol erhielt. Der nur wenig niedriger liegende Schmelz- 
punkt des Neo-tokopheryl-allophanates sowie die mit der von mir 
gefundenen genau iibereinstimmende spezifische Drehung, liBt es 
als auferordentlich wahrscheinlich erscheinen, da& Cumo-toko- 
pherol und Neo-tokopherol identisch sind. Weniger genau ist 
allerdings die Ubereinstimmung der U.-V.-Absorptionsspektren. 
was allerdings noch einer weiteren Nachpriifung bediirfte. 

Eine eingehendere Erwihnung verdient die Ansicht der 
Schweizer Forscher, daB das U.-V.-Absorptionsspektrum des Duro- 
hydrochinons von demjenigen der Tokopherole wesentlich ab- 
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weicht. Ich habe schon friiher im Gegensatz zu dieser Ansicht 
festgestellt, daB die Spektren von Pseudo-cumo-hydrochinon und 
Duro-hydrochinon denen der Tokopherole sehr Ahnlich sind, und 
dies durch die Aufnahme einer Reihe von Absorptionsspektren 
belegt. Dieser Widerspruch erklirt sich durch die Feststellung, 
daB das von Karrer und Mitarbeitern angegebene U.-V.-Absorp- 
tionsspektrum des Duro-hydrochinons nicht den wirklichen Tat- 
sachen entspricht. Das von ihnen aufgenommene Spektrum ist 
das typische Spektrum eines Gemisches von Durochinon mit nur 
geringen Mengen Duro-hydrochinon. Das von ihnen fiir Duro- 
hydrochinon angegebene Maximum bei 260 my ist dem durch Oxy- 
dation ihres Praparates entstandenen Durochinon zuzuschreiben; 
im absteigenden Ast ihres Chinonspektrums ist das Maximum des 
Duro-hydrochinons bei 289my nur noch eben durch eine kleine 
Ausbuchtung angedeutet. Ich habe in meiner letzten Mitteilung 
darauf hingewiesen, daB eine solche irrtiimliche Messung dadurch 
zustande kommt, daB das Duro-hydrochinon bei lingerem Stehen 
in nicht ganz sauerstofffreien Lésungsmitteln leicht teilweise zum 
Chinon oxydiert wird, und daB die bei etwa 260 myp neu auf- 
tretende Bande dem Durochinon zuzuordnen ist. Die von Karrer 
und Mitarbeitern ausgesprochene Ansicht, daB es verfriiht ist, aus 
den U,-V.-Absorptionsspektren SchluBfolgerungen itiber Zusammen- 
hinge zwischen den pyrogenen Hydrochinonen und den Toko- 
pherolen zu ziehen ist deshalb auch unrichtig. Ich bin im Gegen- 
teil der Ansicht, daB aus dem Verhalten der U.-V.-Absorptions- 
spektren wie auch aus einer Reihe von chemischen Kigentiimlich- 
keiten der Tokopherole mit Sicherheit der SchluB gezogen werden 
kann, daB Duro-hydrochinon und Pseudo-cumo-hydrochinon nicht 
durch komplizierte thermische Umformungen aus den Tokopherolen 
entstehen, wie das auch von Drummond und Hoover’) ange- 
nommen wird, sondern daf sie in ihren wesentlichen chromo- 
phoren und chemischen Eigenschaften bereits im urspriinglichen 
Molekiil der Tokopherole vorgebildet sein miissen. 

Ich habe darauf aufbauend wie auch auf Grund der offen- 
sichtlichen Indifferenz des zweiten Sauerstoffatoms im Molekiil 
der Tokopherole die Ansicht vertreten, daB «-Tokopherol ein 
Monoither des Duro-hydrochinons und Cumo-tokopherol ein 
Monoather des Pseudo-cumo-hydrochinons sei. Unsere weiteren 
Untersuchungen im Géttinger Laboratorium haben uns jedoch 
gezeigt, daB in dieser einfachen Form unsere Anschauungen nicht 
vollstiindig aufrecht erhalten werden kénnen. Neben anderen 
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chemischen und physikalischen Befunden iiberraschten uns _ ins. 
besondere die Ergebnisse der Jodwasserstoffspaltung an den ‘Toko. 
pherolen, itiber die wir demnichst zusammenfassend berichten 
werden. Es hat sich gezeigt, daB die Kinwirkung der Jodwasserstoff- 
siiure sich nicht auf eine einfache Atherspaltung beschrankt, sondern 
daB noch andere Spaltungen im Molekiil der Tokopherole eintreten, 

Meine Ansicht, daB das Cumo-tokopherol das niachst niedere 
Homologe des a@-Tokopherols darstellt, habe ich durch weitere 
Experimente belegen kénnen. Deutlich zeigt sich dieser Unter- 
schied bei der Bestimmung der —C-CH,-Gruppen durch Chrom- 
siiureoxydation nach der Methode von Kuhn-L’Orsa, die Herr 
Dr. Wallenfels freundlicherweise fiir mich durchgefiihrt hat. Ks 
ergeben sich fiir a«-Tokopheryl-allophanat 5,23 Mole Essigsiiure 
und unter denselben Bedingungen fiir Cumo-tokopheryl-allophanat 
4,56 Mole Essigsiure. Die Werte fiir Cumo-tokopheryl-allophanat 
weichen etwas von den Ergebnissen anderer Bearbeiter ab. Ich 
méchte weniger Gewicht legen auf den absoluten Betrag dieser 


Werte, die von Versuchsbedingungen nicht unabhingig sind, als auf 


die Differenz der unter denselben Bedingungen erhaltenen Werte 
fiir «-Tokopheryl-allophanat und Cumo-tokopheryl-allophanat. In 
Anbetracht der Tatsache, daB Methylgruppen am Benzolring bei 
der Chromsaureoxydation nicht quantitativ erfaBt werden, ent- 
spricht die beobachtete Differenz von 0,67 Mol zwischen beiden 
Werten ziemlich gut der angenommenen Differenz einer Methy)- 
gruppe im phenolischen System der Tokopherole, die wir schon 
friiher auch fiir die Differenzen der optischen Eigenschaften 
zwischen «-T'okopherol und Cumo-tokopherol verantwortlich ge- 
macht haben. 


Beschreibung der Versuche. 


Analysen des Cumo-tokopheryl-allophanates: 

2,766 mg Subst.: 7,27mg CO,, 2,43 mg H,O. — 3,527 mg Subst.: 
0,175 cem N (23°, 745 mm). — 4,806 mg Subst.: 12,635 mg CO,, 4,270 mg 
H,O. — 3,248 mg Subst.: 0,151 cem N (19°, 754 mm). — 5,038 mg Subst.: 
13,245 mg CO,, 4,470 mg H,O. — 3,671 mg Subst.: 0,175 cem N (19°, 754 mm). 


C,.H;N,0, Ber. C 71,65 H 10,03 N 5,57 
Gef. ,, 71,68 9,83 5,61 
» yy 71,70, 71,67  ,, 9,87, 9,99 ,, 5,39, 5,53. 


Die erste Analyse wurde von Dr. Kautz, Freiburg, die beiden anderen 
von Dr. Scboeller, Berlin, durchgefiihrt. 

p-Nitrobenzoesdureester des Cumo-tokopherols. 125 mg Cumo- 
tokopheryl-allophanat wurden unter Stickstoff mit 10 °/,iger methanolischer 
Kalilauge in '/, Stunde bei Siedehitze verseift. Das erhaltene dlige Cumo- 
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tokopherol wurde nach sorgfiltigem Trocknen mit 1,5 Molen p-Nitrobenzoy)- 
_ in absolutem Pyridin 24 Stunden sich selbst iiberlassen, dann 
‘|, Stunde auf Wasserbadtemperatur erwirmt. Das nach der iiblichen Auf- 
arbeitung erhaltene gelbe Ol wurde in getrocknetem Benzol gelést und 
durch eine Siiule von Aluminiumoxyd (Merck) geschickt. Beim Entwickeln 
pilden sich deutlich 2 Zonen. Die Hauptmenge bildet eine breite, einheit- 
lich hellgelbe Zone, die sich mit Benzol vollstiindig ins Filtrat waschen 
\iBt. Sie enthalt 180 mg Substanz. Uber der hellgelben Zone befindet sich 
eine deutlich abgesetzte schmale, dunkler gelb gefiirbte Zone, die Ver- 
unreinigungen und Zersetzungsprodukte enthilt; in ihr sind nur 11 mg 
jlige Substanz enthalten. Die 130 mg Hauptprodukte werden in Aceton 
celést und mit absolutem Alkohol versetzt. Nach einigem Stehen im Eis- 
schrank scheidet sich der p-Nitrobenzoesiiureester des Cumo-tokopherols 
in hellgelben kugeligen Gebilden aus, die krystallin gefiederte Struktur 
zeigen. Nach dem Abfiltrieren und Trocknen stellt der so erhaltene Ester 
ein citronengelbes, sandiges Pulver von undeutlich krystalliner Struktur 
dar. Sein Schmelzpunkt ist nicht sehr scharf bei 38—40°. Bei weiterem 
Umkrystallisieren verindert sich der Schmelzpunkt nicht. 


Analyse des Cumo-tokopheryl-p-nitrobenzoates: 

5,016 mg Subst.: 13,650 mg CO,, 4,040 mg H,O. — 2,471 mg Subst.: 
0,050 cem N (19°, 764 mm). — 4,502 mg Subst.: 12,185 mg CO,, 3,590 mg H,0. 
C,sHs,NO, Ber. C 74,28 H 9,09 N 2,48 

Gef. ,, 74,22, 78,82 ,, 8,95, 886 ,, 2,42. 


Bei der Zerewitinoff-Bestimmung ergab das Cumo-tokopheryl- 
p-nitrobenzoat keine Methan-Entwicklung. 

Die Verseifung des p-Nitrobenzoates und Uberfiihrung in das Allo- 
phanat durch Behandeln mit Cyanursiiure in der gebréuchlichen Weise 
ergab ein Cumo-tokopheryl-allophanat vom Schmelzp. 146,5° zuriick, das in 
allen Eigenschaften mit dem Ausgangsmaterial identisch war. 

Die Essigsiure-Titration nach der Methode von Kuhn-L’Orsa ergab 
folgende Werte: 

a-Tokopheryl-allophanat. . . 8,975 mg Subst.: 9,09 cem n/100-NaOH 
5,23 Mole Essigsiure, 


Cumo-tokopheryl-allophanat . 4,024 mg Subst.: 3,65 cem n/100-NaOH 
4, 556 Mole Essigsiure. 


Herrn Prof. Dr. A. Windaus bin ich fiir sein férderndes Interesse, 
und der Firma E. Merck, Darmstadt, fiir wertvolle Unterstiitzung zu groBem 
Dank verpflichtet. Friulein M. Schmeil danke ich fiir ihre Hilfe bei der 
lsolierung der Tokopherole. 
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Uber die Jodwasserstoffspaltung der Tokopherole. 
3. Mitteilung tiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E). 


Von 
W. John, E. Dietzel und Ph. Giinther. 
Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Februar 1938.) 


Die von Fernholz') aufgefundene thermische Spaltung der 
Tokopherole ist bisher die einzige Reaktion, die zu krystallisierten 
Abbauprodukten dieser als Antisterilitatsfaktoren wichtigen Natur- 
stoffe gefiihrt hat. Aus «-Tokopherol ist durch diese Reaktion 
Durohydrochinon und aus Cumo-tokopherol Pseudocumolhydro- 
chinon erhalten worden.?) 

Die Bedingungen der Fernholzschen Reaktion (Destillation 
bei 350°) sind so energisch, da8 Schliisse iiber das Vorhanden- 
sein des Durohydrochinons im urspriinglichen Molekiil des a-Toko- 
pherols und des Pseudocumolhydrochinons im urspriinglichen 
Molekiil des Cumo-tokopherols nur mit gréBter Vorsicht gezogen 
werden diirfen. Da indessen a-Tokopherol und Cumo-tokopherol 
ein fiir substituierte Phenole charakteristisches U.-V.-Absorptions- 
spektrum besitzen, das durch eine bisher nur bei Phenolen 
bekannte eigenartige Verschiebung des Absorptionsmaximums bei 
der Veresterung gekennzeichnet ist, und da ferner die Tokopherole 
und ihre Ester gegeniiber Oxydationsmittel ein sehr dhnliches 
unterschiedliches Verhalten wie Phenol und Phenyl-acetat zeigen, 
darf mit Berechtigung gefolgert werden, da’ ein dem Durohydro- 
chinon eng verwandtes phenolisches System am Aufbau des Mole- 
kiils des a-Tokopherols und ebenso ein dem Pseudocumolhydro- 
chinon verwandtes System am Aufbau des Molekiils des Cumo- 
tokopherols beteiligt ist. 

Die nichstliegende Folgerung aus diesen Tatsachen, in Ver- 
bindung mit der Feststellung, daB das zweite Sauerstoffatom der 
Tokopherole sich einem direkten Nachweis entzieht und daher 
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wahrscheinlich atherartig Verkniipft vorliegt, ist die, im «-'l'oko- 
pherol einen Monoather des Duro-hydrochinons und im Cumo- 
tokopherol einen Monoither des Pseudocumol-hydrochinons mit 
einem Alkylteil C,,H,, zu vermuten, denn es ist von einer Reihe 
von Phenolithern bekannt, daB sie durch thermische Zersetzung 
in Phenol und einen entsprechenden ungesittigten Kohlenwasser- 
stoff zerfallen. Wir haben versucht eine solche Auffassung auf 
zweierlei Weise einer experimentellen Priifung zu unterziehen. 

1. Wir haben Monoather des Duro-hydrochinons und des 
Pseudocumol-hydrochinons mit zunichst beliebigen Alkylteilen syn- 
thetisiert und ihre physikalischen und chemischen EKigenschaften 
mit denen der Tokopherole verglichen. 

2. Wir haben versucht, nach den gebriiuchlichen Ather- 
spaltungsmethoden das Molekiil der Tokopherole zu spalten, um 
zunichst den phenolischen Teil unter milderen und daher durch- 











der sichtigeren Bedingungen und dann auBerdem einen etwa abgespal- 
ten tenen Alkylteil zu fassen. 
ur- Die Synthese von Duro-hydrochinonmonoithern gelingt leicht 
1011 durch Alkylierung des Duro-hydrochinons in akalisch-alkoholischer 
ro- Lésung in indifferenter Atmosphire. Wir haben so Duro-hydro- 
chinon-mono-benzylither vom Schmelzp. 133°, Duro-hydrochinon- 
ion mono-cetylither vom Schmelzp. 99,5°, Duro-hydrochinon-mono- 
n- dodecylather vom Schmelzp. 98° und Duro-hydrochinon-mono- 
co- ff isopropylither vom Schmelzp. 90—91° hergestellt. Neben den 
en Monoithern bilden sich jeweils in erheblicher Menge die betreffen- 
en den Diather: Duro-hydrochinon-di-benzylather vom Schmelzp. 143°, 
rol Duro-hydrochinon-di-cetylather vom Schmelzp. 90,5° und Duro- 
is- ff hydrochinon-di-dodecylither vom Schmelzp. 83°. Die Synthese 
en §f der Duro-hydrochinon-mono-dodecylather ist zuerst im Forschungs- 
ei ff laboratorium der Firma E. Merck, Darmstadt durchgefiihrt worden. 
le § Auf demselben Wege lassen sich auch Monoither des Pseudo- 
es cumolhydrochinons leicht darstellen. Wir haben einen Pseudo- 
D, cumol-hydrochinon-mono-cetylather vom Schmelzp. 89° syntheti- 
o- &§f siert, daneben entsteht der Pseudocumol-hydrochinon-di-cetylaither 
e- vom Schmelzp. 60,5°. Beim Pseudocumol-hydrochinon ist die 
| Bildung zweier isomerer Monoither méglich; wir haben jedoch 
)- experimentell immer nur eine Form eines Monoithers gefaBt, 


von der wir nicht aussagen kénnen, welche Hydroxylgruppe ver- 
P- ithert vorliegt. 
rf Die dargestellten Monoither zeigen in ihrem chemischen 
Verhalten eine nicht geringe Ahnlichkeit mit den Tokopherolen; 
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das Ergebnis eines genauen Vergleiches ist jedoch, daB sich die 
Tokopherole von den synthetischen Modellithern in wesentlichen 
Punkten deutlich unterscheiden, und die oben ausgesprochene 
Vermutung einer Formulierung der Tokopherole als Monoither 
der pyrogenen Hydrochinone sich als nicht zutreffend erwiesen hat. 

Zuerst haben wir uns davon iiberzeugt, daB die Monoither 
des Duro-hydrochinons bei der thermischen Spaltung Duro-hydro- 
chinon liefern, ebenso liefert ein Pseudocumol-hydrochinon-mono- 
ither Pseudocumol-hydrochinon. Darin verhalten sich demnach 
die Modellather den Tokopherolen sehr Ahnilich. 

Von den Verguchen, Atherspaltungsmethoden auf die Toko- 
pherole zu iibertragen, seien zunichst die Spaltungen mit Halogen- 
wasserstofisiuren beschrieben, da diese Methode uns zuerst zu 
neuen krystallisierten Abbauprodukten der Tokopherole gefiihrt 
hat. Versuche mit Jodwasserstoffsiure hatten wir schon begonnen, 
ehe die Fernholzsche Methode der thermischen Spaltung bekannt 
geworden war, indessen hatten wir nicht sofort zu krystallisierten 
Abbauprodukten gelangen kénnen. Wir haben gleichzeitig alle 
Spaltungsversuche auch an den Monoidthern des Duro-hydro- 
chinons und Pseudocumolhydrochinons -durchgefiihrt, um durch 
direkten Vergleich weitere Anhaltspunkte fir oder gegen eine 
Ahnlichkeit der Konstitution zu erhalten. 

Die Monoather des Duro-hydrochinons lassen sich durch 
4 stiindiges Kochen mit Bromwasserstoffsiure-Hisessig sehr glatt 
spalten. Bei denselben Bedingungen tritt beim «-Tokopherol und 
beim Cumo-tokopherol nur eine sehr geringfiigige Spaltung des 
Molekiils ein. Wir haben deshalb die Bedingungen zur Spaltung 
der Tokopherole verschirft und zuletzt wie folgt gearbeitet. 
a-Tokopherol wird mit konzentrierter J odwasserstoftsiure (d = 2,0) in 
einem Gemisch von Kisessig und Essigsiureanhydrid im Ein- 
schlu8rohr 5 Stunden auf 150° erhitzt. Die gesamten Zersetzungs- 
produkte werden in einer Mikrosublimationsapparatur im Wasser- 
strahlvakuum auf 60—80° erwirmt, dabei wird ein gut krystalli- 
sierter phenolischer Stoff vom Schmelzp. 93° erhalten. Seine 
Analyse zeigt die Zusammensetzung C,H,,O. In allen seinen 
Kigenschaften erweist sich das neue Abbauprodukt des a-Toko- 
pherols als identisch mit Isopseudocumenol. (1-Oxy-2,3,5-tri- 
methyl-benzol). Ein nach den Angaben von Edler*) syntheti- 
siertes Isopseudocumenol vom Schmelzp. 95° gibt mit unserem 
Material keine Schmelzpunktsdepression. Die U.-V.-Absorptions- 
spektren der beiden Stoffe stimmen gut iiberein (Fig. 1). Auch 
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die aus beiden Stoffen leicht darstellbaren Dibromide zeigen 
beide denselben Schmelzp. von 152° und ergeben im Misch- 
schmelzpunkt keine Depression. Die Ausbeute des neuen Abbau- 
produktes des «-Tokopherols betrigt 15—20°/, und iibertrifft 
nach unseren Erfahrungen die bei der thermischen Spaltung 
erreichbaren Ausbeuten. 

Das Cumo-tokopherol haben wir in genau derselben Weise 
mit Jodwasserstoffsiure behandelt und haben beim Sublimieren 
unter denselben Bedingungen einen gut krystallisierten Stoff vom 
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Schmelzp. 71° und der Formel C,H,,O erhalten, der in allen 
Kigenschaften mit p-Xylenol (1-Oxy-2,5-dimethyl-benzol) tiberein- 
stimmte. Das neue Abbauprodukt des Cumo-tokopherols gibt 
mit synthetischem p-Xylenol keine Schmelzpunktsdepression, die 
U.-V.-Absorptionsspektren beider Stoffe stimmen fast vollstandig 
miteinander iiberein (Fig. 2). Der Dinitrobenzoesiureester des 
Abbauproduktes krystallisiert in Nadeln vom Schmelzp. 131° und 
gibt mit dem Dinitrobenzoesdureester aus synthetischem p-Xylenol 
vom Schmelzp. 134° im Mischschmelzpunkt keine Depression. 
Die Ausbeuten sind geringer als bei der Spaltung des a-Toko- 
pherols; sie betragen etwa 8—10°/,. Beim Ausschiitteln des 
gesamten Reaktionsproduktes mit Natronlauge und Dinitrobenzoy- 
lierung der alkaliléslichen Teile, ebenso beim Dinitrobenzoylieren 
der an Aluminiumoxyd adsorbierbaren Teile, entsteht neben dem 
beschriebenen Dinitrobenzoesiureester vom Schmelzp. 131° ein 
weiterer in rechteckigen Blattchen krystallisierender Dinitro- 
benzoesiureester vom Schmelzp. 142°, den wir nur in auBer- 
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ordentlich geringer Menge und daher vielleicht nicht in voll- 
stindig reiner Form in Hainden gehabt haben. Seine Zusammen- 
setzung ist wahrscheinlich C,,H,,N,O,. 

Aus den bei der Jodwasserstoffspaltung der Tokopherole 
abgespaltenen Alkylteilen haben wir bisher keine definierten Stoffe 
abtrennen kénnen, sie enthalten nur etwa 30°/, Jodide, daneben 
teils gesattigte, teils ungesittigte Kohlenwasserstoffe, deren Tren- 
nung bei den geringen uns zur Verfiigung stehenden Mengen 
auBerordentliche Schwierigkeiten bereiten diirfte. Ihre weitere 
Bearbeitung ist indessen noch nicht abgeschlossen. 

Die Resultate der Jodwasserstoffspaltung der Tokopherole 
stehen in augenfalligem Widerspruch zu den Ergebnissen der 
Fernholzschen Spaltung. Die Produkte der Jodwasserstoff- 
spaltung enthalten eine Methylgruppe und eine Hydroxylgruppe 
weniger als die Produkte der thermischen Spaltung. Der Ersatz 
einer Hydroxylgruppe oder Athergruppierung durch Wasserstoft 
ist bei den angewandten Bedingungen nicht ungewéhnlich, schwerer 
verstandlich ist die Differenz einer Methylgruppe bei den Ergeb- 
nissen beider Spaltungsmethoden. Es gibt drei Méglichkeiten 
einer Deutung dieses Widerspruches. 

1. Bei der thermischen Spaltung tritt eine Methylgruppe aus 
dem Alkylteil der Tokopherole in den Phenolteil iiber, wahrend 
die Jodwasserstoffspaltung normal verliuft. 

2. Bei der Jodwasserstofispaltung wird eine Methylgruppe 
abgespalten, wahrend die thermische Spaltung bekannten Bei- 
spielen entsprechend vor sich geht. 

3. Eine am Kern haftende Seitenkette wird bei der ther- 
mischen Spaltung in eine Methylgruppe iibergefiihrt etwa im 
Sinne eines Crackprozesses, dieselbe Seitenkette wird mit Jod- 
wasserstoff vollstandig abgespalten. 

Kine groBe Anzahl von Umlagerungen, abnlich wie sie im 
ersten Falle angenommen werden muf, bei denen Atherartig 
gebundene Alkyle in den Kern wandern, sind durch Claisen‘) 
und R, A. Smith) bekannt geworden, indessen ist unseres Wissens 
kein Fall bekannt, indem nur eine Methylgruppe aus dem Alkyl- 
teil in den Kern iibertritt. Anhaltspunkte fiir eine solche Reaktion 
haben wir bisher auch nicht gewinnen kénnen. 

Den zweiten Fall haben wir durch eine Reihe von Experi- 
menten einer Priifung unterzogen, indem wir unsere Modellither 
unter denselben Bedingungen wie die T’okopherole mit Jodwasser- 
stoffsiure behandelten. Dabei erhielten wir aus Duro-hydrochinon- 
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mono-cetylither in etwa 10°/, Ausbeute Durenol vom Schmelz- 
punkt 116° und aus Pseudocumol-hydrochinon-monocetylather 
[sopseudocumenol vom Schmelzp. 92°, das identisch war mit dem 
aus c-T'okopherol erhaltenen Produkt. Bei derselben Behandlung 
liefert auch Duro-hydrochinon selbst Durenol und Pseudocumol- 
hydrochinon Isopseudocumenol. Ks wird also eine Hydroxylgruppe 
abgespalten, dagegen ist die Abspaltung einer Methylgruppe bei 
den angewandten Bedingungen nicht eingetreten. 

Die dritte Méglichkeit hat bisher nur sehr mangelhaft durch 
Experimente belegt werden kénnen. Nach den Resultaten von 
Klages ®) sind Abspaltungen von Seitenketten am Benzolring 
durch Jodwasserstoffsiure wohl méglich, indessen wird z. B. im 
Halle des Isoduridins eine Methylgruppe leichter abgespalten als 
eine langere Seitenkette. Die Abspaltung solcher Ketten ist weit- 
gehend abhangig von den ibrigen Substituenten im Benzolkern, 
vor allem von denjenigen in den beiden Orthostellungen. Die 
Méglichkeit, daB die Verhiltnisse bei der Anwesenheit von anderen 
Substituenten — etwa Hydroxylgruppen statt Methylgruppen — 
anders liegen, scheint uns nicht ausgeschlossen. Auch eine ihn- 
liche Wirkung der Jodwasserstoffsiure wie bei den bekannten 
Ring-Verengerungen ist nicht auBer Betracht zu lassen. Wir sind 
damit beschiftigt, die diskutierten Méglichkeiten experimentell 
zu priifen. 

Ein abschlieBendes Urteil tiber die Art des in den Toko- 
pherolen vorliegenden phenolischen Systems kann aus den hier 
beschriebenen Versuchen noch nicht gewonnen werden. Eine 
Formulierung der Tokopherole als einfache Ather ihrer pyrogenen 
Hydrochinone ist mit groBer Wahrscheinlichkeit unzutreffend. Das 
Vorliegen eines komplizierter substituierten phenolischen Systems 
im Sinne der dritten diskutierten Méglichkeit scheint uns nicht 
unwabrscheinlich, Fiir diese Auffassung sprechen eine Reihe anderer 
Beobachtungen, die wir gemacht haben. 

Von unseren weiteren Untersuchungen verdient ein genauer 
Vergleich der U.-V.-Absorptionsspektren der Tokopherole mit 
denen der synthetischen Modellather eine eingehende Eroérterung. 
Wir haben schon friiher festgestellt, daB die Spektren der Toko- 
pherole und die ihrer pyrogenen Hydrochinone sehr dhnlich sind. 
Da im allgemeinen bei der Veritherung von Phenolen in der 
U.-V.-Absorption nur sehr geringfiigige Veriinderungen einzutreten 
pflegen, waren wir der Ansicht, daB auch die Monoither der 
pyrogenen Hydrochinone in ihrer U.-V.-Absorption den Tokopherolen 
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sehr fihnlich oder sogar mit diesen identisch sein wiirden. Diese 
Ansicht hat sich als irrtiimlich erwiesen. Die Monoiither des 
Duro-hydrochinons zeigen, verglichen mit dem Duro-hydrochinon 
selbst, eine sehr starke Erniedrigung des Absorptionsmaximums 
und gleichzeitig eine Verschiebung nach kiirzeren Wellen. Es tritt 
also bei der Alkylierung von substituierten Hydrochinonen die- 
selbe Erscheinung auf, wie sie fiir die Veresterung von Phenolen 
charakteristisch ist, nur ist die Verschiebung und Erniedrigung 
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bei der Alkylierung bei weitem nicht so stark wie bei der Ver- 
esterung. Es ist tiberraschend, daf diese Verschiebung bei der 
Alkylierung nur bei mehrfach substituierten Hydrochinonen ein- 
tritt, beim Hydrochinon selbst tritt bei der Alkylierung keine 
Erniedrigung des Absorptionsmaximums ein, beim Pseudocumol- 
hydrochinon ist die Erniedrigung wesentlich geringer als beim 
Duro-hydrochinon. Diese Verschiebung verursacht, daB die Spektren 
der Modellither den Tokopherolen wesentlich weniger dhnlich 
sind als wir erwarteten. Diese Verhiltnisse werden durch die 
Fig. 3—6 veranschaulicht. Alle Kurven sind zu deutlicherem 
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Vergleich auf iquimolekulare Konzentrationen umgerechnet. Die 
einzenen MeBpunkte sind willkirlich miteinander verbunden. 
Aussagen tiber die Feinstruktur der Spektren sind damit nicht 
beabsichtigt. 

Somit beweisen auch unsere U.-V.-Absorptionsmessungen, 
daB die synthetisierten Modelliither nicht den Tokopherolen ent- 





€ 
4000 '- 400i -—o _ - ney 








3000} 














Fig. 5. 


- -X Pseudocumol-hydrochinon 
x Pseudocumol-mono-cetylither 
--o Pseudocumol-di-cetylither 
——@ Pseudocumol-mono-cetylither-allophanat 


x x Cumo-tokopherol 
--o Cumo-tokopheryl-methylither 
@--—e Cumo-tokopheryl-allophanat. 


e@oxx 


sprechen, es bestehen qualitativ weitgehende Ahnlichkeiten zwischen 
beiden Kérperklassen, aber bei quantitativem Vergleich ergeben 
sich erhebliche Unterschiede. 

Die Absorptionsmaxima der Tokopherole und ihrer Derivate 
liegen ganz allgemein etwas langwelliger und um einiges hoéher 
als die der Modellither. Wir miissen uns nun die Frage stellen, 
wie sind unsere Modelle abzuiindern, wie ist das zweifellos vor- 
liegende Hydrochinonsystem zu modifizieren, so da eine Erhéhung 
und Verschiebung des Absorptionsmaximums nach lingeren Wellen 
eintritt? Zwei Méglichkeiten, fiir die wir Analogiebeispiele besitzen, 
scheinen uns gegeben, den genannten Effekt zu bewirken. 
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1. Es kann eine langere Seitenkette am Hydrochinonsystem 
die Absorption erhéhen, so liegt zum Beispiel das Absorptions- 
maximum des Isoamyl-hydrochinons hoéher als das des Tolu-hydro- 
chinons (Fig. 7). Allerdings ist der Effekt gering und eine Ver- 
schiebung nach lingeren Wellen tritt nicht auf. 
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2. Kin an das Hydrochinon angeschlossenes Ringsystem be- 
wirkt eine Erhéhung und Verschiebung des Absorptionsmaximums. 
Dieser Effekt scheint uns zur Deutung der Spektren der Toko- 
pherole geeigneter zu sein. Als ein Beispiel von vielen zeigen wir 
einen Vergleich der Spektren des Tetralins und des diesem ent- 
sprechenden o-Xylols (Fig. 8). Ein dem Tetralin oder Hydrindan 
iihnliches System als Modell fiir die Tokopherole scheint uns aber 
mit den chemischen Befunden schwer vereinbar, doch haben wir 
es unternommen, diese Frage durch synthetische Versuche zu 
priifen. Mehr Wahrscheinlichkeit diirfte ein dem Chroman oder 
Cumaran entsprechendes System besitzen. Auch zur Priifung 
dieser Méglichkeiten haben wir synthetische Versuche begonnen. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB etwa ein sekundirer 
oder tertiirer Alkylteil die Lage des Absorptionsspektrums wesentlich 
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yverinderte, haben wir einen Mono-isopropylither des Duro- 
hydrochinons synthetisiert. Die Lage seines Absorptionsmaximums 
ist gegen die der primaren Ather nur unwesentlich verindert 
(Fig. 4). Wahrscheinlich werden auch Ather mit tertiirem Alkyl- 
teil, die synthetisch nicht leicht zuginglich sind, kein wesentlich 
anderes Absorptionsspektrum besitzen. 


Die Diskussion der Absorptionsspektren kinnen uns indessen 
nur Hinweise iiber die Struktur des chromophoren Teils im Molekiil 
der Tokopherole geben. Die hier gezogenen Schluffolgerungen 
liegen im Sinne der aus den chemischen Befunden oben unter 3. 
diskutierten Méglichkeit. Eine Bestitigung dieser Hypothesen ist 
vor allem durch oxydativen Abbau der Tokopherole zu erreichen. 


Wesentliche Unterschiede zwischen den Tokopherolen und 
den Modellithern zeigen sich auch in ihrem Verhalten gegeniiber 
Chromsiure. Wahrend die Modellather etwa 20°/, Chinon und 
fast quantitativ die dem Alkylteil entsprechende Fettsiure er- 
ceben, ist aus den T'okopherolen weder ein Chinon noch aus den 
nur zu etwa 40°/, entstehenden sauren Anteilen eine krystalli- 
sierte Fettsiure zu ‘erhalten. 


Uber erfolgreichere Versuche mit anderen Oxydationsmitteln 
soll die folgende Mitteilung berichten. 


Beschreibung der Versuche. 


Synthese des Duro-hydrochinon-mono-cetylathers: Duro-hydro- 
chinon wird in absolutem Alkohol mit 1 Mol Cetylbromid und 1 Mol Atz- 
natron in Alkohol versetzt und unter Durchleiten von Stickstoff 4 Stunden 
unter kriftigem Rithren auf dem Wasserbad erhitzt. Beim Erkalten erstarrt 
die Reaktionsmischung zu einem weiBen Krystailbrei. Die auskrystallisierten 
Produkte werden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und in Aceton auf- 
genommen. Die acetonunléslichen Teile bestehen aus fast reinem Diiither. 
Aus den acetonischen Mutterlaugen des Diiithers krystallisiert der Monoiither 
sehr langsam aus in kugeligen Gebilden. Die Gesamtmenge der alkoholischen 
und acetonischen Mutterlaugen wird zur Entfernung von nicht umgesetztem 
Duro-hydrochinon mit Claisenlauge ausgeschiittelt, dann durch Chromato- 
graphieren an Aluminiumoxyd aus Benzol gereinigt. Wihrend noch vor- 
handener Diither nicht adsorbiert wird und im Filtrat erscheint, wird der 
Monoither stirker festgehalten und kann mit Alkohol—Ather eluiert werden. 
Verunreinigungen bleiben im obersten Teil der Siiule haften. Die Ausbeuten 
betragen aus 13 g Duro-hydrochinon 5 g Monoiither und 8,5 g Diither. Der 
Duro-hydrochinon-mono-cetylither krystallisiert aus Aceton oder Alkohol 
und besitzt den Schmelzp. 99,5°. 


2,870 mg Subst.: 8,42 mg CO,, 3,08 mg H,0. 
C,3H,,0. Ber. C 79,92 H 11,88 Gef. C 80,01 H 12,01. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 16 
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Der Duro-hydrochinon-di-cetylither ist sehr viel schwerer léslich und 
besitzt ausgezeichnetes Krystallisationsvermégen. Schmelzp. 90,5°. 


2,816 mg Subst.: 8,51 mg CO,, 3,31 mg H,O. 
Cu,,0, Ber. C 82,01 H 12,79 Gef. C 82,42 H 13,15. 


Der Duro-hydrochinon-mono-cetyliither wurde nach der iiblichen Be 
handlung mit Cyanursiiure in das Allophanat iibergefiihrt. Das Allophanat 
ist in der Kilte in allen Lésungsmitteln auBer Chloroform sehr schwer 
léslich. Es hat den Schmelzp. 208°. 

4,276 mg Subst.: 11,060 mg CO,, 3,910 mg H,O. 

Castles Ne, Ber. C 70,54 H 10,15 Gef. C 70,54 H 10,23. 


Die Synthese des Duro-hydrochinon-benzylithers geht analog der 
beschriebenen Synthese des Cetylithers. Der Monoiither schmilzt bei 133°, 
der Di-benzylither hat den Schmelzp. 143°. 


4,725 mg Subst.: 14,364 mg CO,, 3,124 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. C 83,19 H 7,57 Gef. C 82,93 H 7,40. 

Die Synthese des Duro-hydrochinon-mono-dodecyliithers verliuft unter 
denselben Bedingungen. Der Monoither schmilzt bei 98°. 


4,234 mg Subst.: 12,320 mg CO,, 4,287mg H,0O. 
CuO, Ber. C 79,04 H 11,38 Gef. C 79,36 H 11,25. 
Duro -hydrochinon - di-dodecylither ist wieder schwerer léslich und 
ausgezeichnet krystallisiert. Er schmilzt bei 83° 
3,910 mg Subst.: 11,670 mg CO,, 4,286 mg H,0. 
C2). Ber. C 81,46 H 12,35 Gef. C 81,40 H 12,18. 


Die Synthese des Duro-hydrochinon-mono-isopropyliithers ergibt unter 
denselben Bedingungen geringere Ausbeuten, da die Abspaltung von Brom- 
wasserstoff aus Isopropylbromid sehr stark mit der gewiinschten Alkylierung 
konkurriert. Bei Versuchen zur Synthese anderer sekundiirer Ather haben 
wir die Erfahrung gemacht, da’ die Bromwasserstoftabspaltung so schnell 
verliuft, daB eine Alkylierung unter den beschriebenen Bedingungen fast 
iiberhaupt nicht mehr stattfindet. Aus 1 g Duro-hydrochinon erhielten wir 
0,2 g Monoiither. Diither haben wir dabei nicht isoliert. Der Duro-hydro- 
chinon-mono-isopropylither krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in feinen 
Nadeln yom Schmelzp. 90—91°%. Er sublimiert im Hochvakuum bei 60—70°. 


4,622 mg Subst : 12,690 mg CO,, 3,930 mg H,O. 
Oma, Ber. C 75,01 H 9,61 Gef. C 74,87 H 9,51. 


Die Synthese des Pseudocumol -hydrochinon-mono -cetylathers 
gestaltet sich im wesentlichen fhnlich den beschriebenen Alkylierungen. 
1 Mol Pseudocumol-hydrochinon wird mit 1 Mol Cetylbromid und 1 Mol 
Alkali zur Reaktion gebracht. Die Ausbeuten sind etwas geringer als bei 
den Duro-hydrochinoniithern. Wie bei diesen krystallisiert der Didther aus- 
gezeichnet in schénen Nadeln aus Essigester oder Aceton, wihrend der 
Monoiither langsam in kugeligen Gebilden aus Aceton oder Alkohol aus- 
krystallisiert. Aus 9,2 g Pseudocumol-hydrochinoa erhielten wir etwa 2 ¢ 
Monoiither und 3,6 g Diiither. 

Der Pseudocumol-hydrochinon-mono-cetylither schmilzt bei 89°. 
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5,056 mg Subst.: 14,825 mg CO,, 5,880 mg H,0. 
C.;H,,05 Ber. C 79,72 H 11,78 Gef. C 79,96 H 11,79. 


Der Pseudocumol-hydrochinon-di-cetylither schmilzt bei 60,5°. 
5,456 mg Subst.: 16,365 mg CO,, 6,050 mg H,0O. 
C,,H,,0. Ber. C 81,98 H 12,75 Gef. C 81,81 H 12,41. 
Das Allophanat des Pseudocumol-hydrochinon-mono-cetylithers schmilzt 
bei 180°. 
4,976 mg Subst.: 12,840 mg CO,, 4,480 mg H,O. — 3,023 mg Subst.: 
0,177 cem N (23°, 741 mm). 
C,,H,gN,O, Ber. C 70,07 H 10,02 N 6,06 
Gef. ,, 70,38  ,, 10,07  ,, 6,58. 


Bromwasserstoffspaltung des Duro-hydrochinon -mono-dodecy]l- 
athers. 91mg Duro-hydrochinon-mono-dodecyliither werden in 5 cem Kis- 
essig heiB gelist-und 1 ccm Bromwasserstoffsiiure (d = 1,49) zugegeben. 
Das Ganze wird 4 Stunden am RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten 
wird mit Natronlauge alkalisch gemacht und ausgeiithert. Die itherische 
Lésung wird gewaschen und getrocknet. Die daraus erhaltene krystalline 
Masse wird in Petroliither gelést und durch eine Siule von Aluminiumoxyd 
geschickt. Mit viel Lésungsmittel lassen sich die farblosen Teile ins Filtrat 
waschen. Die reingelben Teile des Chromatogramms werden eluiert, daraus 
ergeben sich 26 mg Duro-chinon vom Schmelzp. 110° Das farblose Filtrat 


' des Chromatogramms enthiilt 53 mg farbloses Ol, das in einer Kiltemischung 


krystallin erstarrt. Wir haben dieses Ol in Eisessig—Essigsiureanhydrid 
mit Silberacetat durch mehrstiindiges Kochen umgeestert und den erhaltenen 
Ester zum Alkohol verseift. Der so gewonnene Alkohol schmolz bei 22° 
(Dodecylalkohol 24°). Durch Oxydation mit Chromsiiure erhielten wir Laurin- 
siiure vom Schmelzp. 44°. 

68 mg «-Tokopherol ergeben bei derselben Behandlung nur 6 mg 
chromatographisches Filtrat, es ist also nur eine sehr geringfiigige Spaltung 
eingetreten. 

64 mg Cumo-tokopherol ergeben auf die gleiche Weise nur 2 mg Filtrat. 


Jodwasserstoffspaltung des «-Tokopherols. 223 mg a-Tokopherol 
werden in 5 cem Eisessig und 5 cem Essigsiureanhydrid gelést und dann 
2cem Jodwasserstoffsiure (d = 2,00 Merck) zugegeben. Diese Mischung 
wird im Einschlubrohr 5 Stunden auf 150° erhitzt. Das braunrote Reak- 
tionsgemisch wird mit Wasser verdiinnt und ausgeithert. Die itherische 
Lésung wird nacheinander mit schwefliger Siure, Natriumearbonat und 
Wasser gewaschen, dabei wird sie véllig farblos. Der Ather wird nach 
dem Trocknen abgedampft, dabei bleiben 225 mg farbloses Ol. Dieses wird 
bei Wasserstrahlvakuum in einer Mikrosublimationsapparatur auf 70—80° 
erwirmt, dabei sublimiert ein krystallines Produkt gegen die kalte Fliche. 
Dieses wird mit Petrolither gewaschen zur Befreiung von 6ligen Bei- 
mengungen. So werden 11—12 mg eines Stoffes vom Schmelzp. 88° er- 
halten, der leicht weiter gereinigt werden kann durch wiederholtes Subli- 
mieren oder durch Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol, wobei er in 
langen Nadeln vom Schmelzp. 93° auskrystallisiert, die stark phenolischen 
Geruch besitzen. 
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3,820 mg Subst.: 11,040 mg CO,, 3,100 mg H,0. 
C,H,,0 Ber. C 79,85 H889 Gef. C7882 H 9,02. 


Die Krystalle geben im Mischschmelzpunkt mit Isopseudocumenol yom 
Schmelzp. 95°, das wir nach dem Verfahren von Edler dargestellt haben, 
keine Depression. 

Durch Addition von Brom in Chloroform entsteht ein gut krystalli- 
siertes Bromid vom Schmelzp. 152°, das mit dem aus synthetischem Iso- 
pseudocumenol hergestellten Dibromid vom Schmelzp. 152° keine De 
pression gibt. 


Jodwasserstoffspaltung des Cumo-tokopherols. 500 mg Cumo-toko- 
pherol werden in 10 cem Eisessig und 10 cem Essigsiureanhydrid mit 3 ccm 
Jodwasserstoftsiure (d = 2,00) 6 Stunden auf 150° erhitzt. Die Aufarbeitung 
gestaltet sich wie oben beschrieben. Das krystalline Sublimat schmilzt bei 
69° und besitzt stark phenolischen Geruch, eine zweite Sublimation erhéht 
den Schmelzpunkt auf 71°. Die Ausbeute betrigt etwa 10 mg. Das er- 
haltene Produkt gibt mit synthetischem p-Xylenol vom Schmelzp. 74° keine 
Depression. Da die Reinigungsversuche durch Sublimation sehr verlust- 
reich waren, gelang es nicht, das Phenol selbst zur Analyse zu bringen, 
wir haben deshalb das gesamte Material durch Veresterung mit Dinitro- 
benzoylchlorid in Pyridin in den Dinitrobenzoesiureester tibergefiihrt. Dieser 
krystallisiert in schwach gelben Nadeln vom Schmelzp. 131°. 


4,160 mg Subst.: 8,700 mg CO,, 1,430 mg H,0. 
C,;H,.N.O, Ber. C 5694 H3,83 £Gef. C 57,04 H 8,85. 


Mit dem Dinitrobenzoat des p-Xylenols vom Schmelzp. 134° geben 
unsere Krystalle keine Schmelzpunktsdepression. 

Die bei dem oben beschriebenen Sublimationsvorgang zuriickbleibenden 
Ole wurden aus itherischer Lésung mit Natronlauge ausgeschiittelt. Die 
alkaliléslichen Teile wurden dinitrobenzoyliert, dabei erhielten wir noch 
etwa 3mg eines Gemisches eines wie oben in Nadeln krystallisierenden 
und eines davon verschiedenen, in Blittchen krystallisierenden Dinitro- 
benzoates. Wir haben versucht, das in Blittchen krystallisierende Dinitro- 
benzoat zu reinigen und haben einen Schmelzpunkt von 142° erreicht. Im 
Gemisch mit dem Dinitrobenzoat vom Schmelzp. 181° tritt eine starke De- 
pression des Schmelzpunktes ein. 


2,057 mg Subst.: 4,400 mg CO,, 0,810 mg H,0O. 
C,,H,,0.N, Ber. C 58,16 H 4,27 Gef. C5834 H 4,41. 

Jodwasserstoffspaltung der Modellather. 120 mg Duro-hydro- 
chinon-mono-cetylither, unter denselben Bedingungen wie die Tokopherole 
mit Jodwasserstoff umgesetzt, ergeben etwa 10 mg Durenol vom Schmelz- 
punkt 115—116°. 

2,224 mg Subst.: 6,545 mg CO,, 1,880 mg H,0. 

C,H,,0 Ber. C 79,94 H9,40 Gef. C8026 H 9,46. 


Mit einem auf anderem Wege bereiteten Durenol vom Schmelzp. 116° 
gemischt tritt keine Schmelzpunktsdepression ein. 
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Das bei dieser Reaktion fast quantitativ erhaltene Cetyljodid wird 
leicht durch Filtration durch eine kurze Réhre von Aluminiumoxyd in Petrol- 
‘itherlésung rein erhalten und kann wie oben beim Dodecylbromid be- 
schrieben leicht in Cetylalkohol oder Palmitinsiure iibergefiihrt werden. 

Duro-hydrochinon selbst gibt bei derselben Behandlung mit Jodwasser- 
stoffsiiure auch leicht Durenol in einer Ausbeute von rund 20°/,. 

Pseudocumol- hydrochinon-mono-cetylither liBt sich mit Jodwasser- 
stoffsiiure wie oben in Isopseudocumenol und Cetyljodid zerlegen. Das 
lsopseudocumenol entsteht in einer Ausbeute von 10°/, und hat einen 
Schmelzpunkt von 93°. 


2,743 mg Subst.: 7,880 mg CO,, 2,120 mg H,0. 
C,H,,0 Ber. C 79,35 H 8,89 Gef. C 79,35 H 8,59. 


Mit dem aus «-Tokopherol isolierten Isopseudocumenol sowie mit 
synthetischem Material tritt keine Schmelzpunktsdepression ein. Pseudo- 
cumol-hydrochinon liefert bei derselben Reaktion Isopseudocumenol in einer 
Ausbeute von rund 20°/,. 


Thermische Spaltung der Modellather. 0,5 g Duro-hydrochinon- 
mono-cetylither werden im Metallbad in einer mit Stickstoff gefiillten 
Destillationsapparatur rasch auf 350° und dann langsam weiter auf 380° 
erhitzt. In 8—4 Stunden sublimieren dabei derbe Krystallnadeln tiber vom 
Schmelzp. 225°, die sich als identisch mit Durohydrochinon erweisen. Die 
Ausbeute betriigt 10—20°/,. 

Auf dieselbe Weise wird durch thermische Spaltung aus Pseudocumol- 
hydrochinon-mono-cetylither Pseudocumol-hydrochinon vom Schmelzp. 165° 
in etwas geringerer Ausbeute gewonnen. 


Chromsaureoxydation der Modellather. Duro-hydrochinon-mono- 
cetylaither wird in Eisessig von Chromsiiure bereits bei Zimmertemperatur 
angegriffen. Die Oxydation wird mit iiberschiissiger Chromsiure auf dem 
siedenden Wasserbad in 15 Minuten zu Ende gefiihrt. Wir konnten 20°/, d.Th. 
an Durochinon und 90°/, Palmitinsiure isolieren. 

Die Tokopherole zeigen eine den Modellithern sehr aihnliche Empfind- 
lichkeit gegeniiber Chromsiiure. Es ist uns jedoch bisher nicht gelungen, 
saure Anteile in krystallisierter Form zu fassen. 


Herrn Prof. Dr. A. Windaus sind wir fiir sein stetes Interesse an 
unserer Arbeit und der Firma E. Merck, Darmstadt, fiir wertvolle Unter- 
stiitzung zu groBem Dank verpflichtet. 
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Notiz tiber die Konstitution des «-Tokopherols. 


Vorlaufige Mitteilung. 
Von 


Walter John. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1938.) 


Die Ausfiihrungen der voranstehenden Mitteilung haben gezeigt, 
daB es nicht méglich ist, auf Grund der bisher aus «-Tokopherol 
erhaltenen Abbauprodukte zu sicheren Schlubfolgerungen iiber die 
Konstitution dieses Antisterilititsfaktors zu gelangen. Es ist mir 
nun gelungen, durch Oxydation des «@-Tokopherols unter sehr 
milden Bedingungen in guter Ausbeute ein neues krystallisiertes 
Abbauprodukt zu erhalten, das zu einigen weitergehenden Schliissen 
iiber die Konstitution des a-Tokopherols berechtigt, und das ge- 
eignet ist, einen weiteren Abbau des Vitaminmolekiils zu erméglichen. 

Durch Oxydation des a-Tokopherols mit Silbernitrat oder mit 
Kisenchlorid entsteht ein bisher nur als Ol erhaltenes Produkt 
von gelber Farbe, das alle Kigenschaften eines Chinons besitzt. 
Ks entsteht bei geeigneten Arbeitsbedingungen in fast quantitativer 
Ausbeute. Bei verschiedenen chromatographischen Fraktionierungs- 
versuchen bildet es stets eine einheitliche, gleichmaBig gelb ge- 
farbte Zone, die in allen Teilen die analytische Zusammensetzung 


C,9H,,0, besitat. 


7,200 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. ohne Gewichtsverlust getrocknet): 
20,530 mg CO,, 7,210 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 77,96 H 11,29 Gef. C 77,80 H 11,21. 


Schon Evans und Mitarbeiter '), die zuerst Oxydationsversuche 
mit Silbernitrat durchgeftihrt haben, stellten fest, daB ihr Oxy- 
dationsprodukt eine sehr hohe Absorptionsbande bei 262 und 271 mu 
besitzt. Die Absorptionsmessungen, die H. J. Eckhardt an meinen 
chromatographierten Oxydationsprodukten durchgefiihrt hat, ergeben 


1) J. of Biol. Chem. 113, 319 (1936). 
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ein Maximum bei etwa 265 mp. Uberraschend ist die groBe 
Ahnlichkeit des erhaltenen Spektrums mit dem Absorptionsspektrum 
des Durochinons. Der Chinoncharakter und die groBe Ahnlichkeit 
mit Durochinon zeigen sich auch im chemischen Verhalten. Das 
«-Tokopheryl-chinon li8t sich mit Reduktionsmitteln genau wie 
Durochinon reduzieren und zeigt dieselben Verfirbungen in alka- 
lischer Lésung. Bei der Reduktion des g-Tokopheryl-chinons 
verschwindet die hohe Absorptionsbande und es tritt eine neue 
niedrigere Bande bei etwa 290 mu auf, die in ihrem ganzen Verlauf 
weitgehend der Absorptionsbande des Durohydrochinons gleicht. 
Das e@-Tokopheryl-hydrochinon haben wir nur in amorpher Form 
erhalten; wir haben es noch nicht niher untersucht, da seine 
Sauerstoffempfindlichkeit, &hnlich wie die des Durohydrochinons, 
auberordentlich groB ist. Zu einem gut charakterisierbaren Derivat 



































t, des «-Tokopheryl-hydrochinons gelangt man indessen leicht durch 
i} reduzierende Acetylierung des q@-'Tokopheryl-chinons. Dabei ent- 
© fF — steht in einer Ausbeute von 50—60°/, ein in feinen, weichen, 
| ~~ weiBen Nadeln krystallisierender Stoff vom Schmelzp.75° und der 
. Formel ©,,H,,O,. 

S 


3,298 mg Subst.: 8,880 mg CO,, 3,050 mg H,0. 
Cy5Hs.0, Ber. C 73,11 H 10,18 Gef. C 73,02 H 10,28. 
Acetylbestimmung: 4,032 mg Subst.: 1,97 cem n/100-NaQOH. 
2,81 Mol. CH,—CO—O— fiir C,;H;,0,. 





Der neue Stoff hat demnach die Zusammensetzung eines 
: ‘Triacetates, d. h. es sind drei Hydroxylgruppen verestert worden. 
' Zwei Hydroxylgruppen miissen dem Hydrochinonsystem angehéren; 
' damit im EKinklang steht die Feststellung, daB das Absorptions- 
‘ spektrum des Durohydrochinon-diacetates sich so gut wie voll- 
r stindig mit dem Absorptionsspektrum des Triacetates vom Schmelz- 
punkt 75° zur Deckung bringen laBt. Die dritte Hydroxylgruppe 
muB sich in einer Seitenkette befinden. 





Die Wirkung des Oxydationsmittels auf «-Tokopherol ist 
folgendermaBen zu formulieren: 


. CH, CH; OH 
Hc j, 2 a a 
a a ee Ce a 
C- | C- 
Og a a es 
ai OH, rT. ek 
OH, CH, 





«-Tokopherol «-Tokopheryl-chinon 
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Das Oxydationsmittel lést die Atherbriicke auf unter Aus- 
bildung einer Hydroxylgruppe und eines Chinonsystems. Analog 
zu diesem Vorgang laBt sich Duro-hydrochinon-mono-cetylither 
quantitativ in Durochinon und Cetylalkobol zerlegen und ebenso 
Pseudocumol-hydrochinon-mono-cetylither quantitativ in Pseudo- 
cumochinon und Cetylalkohol. Es tritt aber beim e-'T'okopherol 
nicht wie dort eine Spaltung des Molekiils in zwei Teile ein, denn 
das Oxydationsprodukt ist in seiner Gesamtheit einheitlich und 
enthilt keine im Hochvakuum bei mafSiger Temperatur fliichtigen 
Teile. Das Triacetat vom Schmelzp. 75° ist wie folgt zu formulieren. 


CH, 
Ho. | 0-CO-CH, 
i” - JOOdl, 


aoe 
H,C-0C-0~ a ll ‘Ve 
J 2 


CH, 
a-Tokopheryl-hydrochinon-triacetat 
Die beschriebenen Oxydationsversuche zeigen, daB im «-'l'oko- 
pherol dem Durochinonsystem ein weiterer Ring durch eine Ather- 
briicke angegliedert ist, daB das «-Tokopherol also die Struktur 
eines Chroman- oder Cumaran-derivates besitzt. Uber die Anzabl 
der Ringglieder des Oxydringes sind Aussagen noch nicht méglich, 
ebensowenig iiber die genaue Stellung der aliphatischen Seitenkette. 
Mit den bisherigen Befunden am «-Tokopherol stehen diese 
Ergebnisse nicht im Widerspruch. Fiir eine Reihe von Fragen mub 
indessen weiteres experimentelles Material gesammelt werden. 
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Uber die Carotinoide von Haematococcus pluvialis. II. 


(Carotinoide der Sii8wasseralgen, V. Teil.) 
Von 


Josef Tischer. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie der Landw. Abt. 
der Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen-Liebwerd.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1938.) 


Vor kurzem hat Verfasser *) dariiber berichtet, daB der farbende 
Hauptbestandteil des ,,Himatochroms“ der roten Dauersporen von 
Haematococcus pluvialis mit dem Euglenarhodon identisch ist, 
also jenem Carotinoid, das zuerst in einer roten Euglene als 
Farbkomponente ihres ,,Himatochroms“ aufgefunden wurde’). In 
beiden Organismen ist das Kuglenarhodon in Form von Farbwachsen 
enthalten. Die Dauersporen von Haematococcus pluvialis enthalten 
3 verschiedene Ester, die sich auf chromatographischem Wege 
voneinander trennen lassen und auferordentlich leicht zersetzlich 
sind. An dieser hohen Labilitéit der nativen Verbindungen liegt 
es, daB das urspriinglich gesteckte Ziel, aus neu herangeziichtetem 
Algenmaterial die Farbwachse in reiner Form zu isolieren und 
die durch Verseifung daraus gewinnbaren Spaltprodukte zu identi- 
fizieren, nur zum Teil erreicht werden konnte. Im folgenden soll 
iiber die dabei gemachten neuen Beobachtungen berichtet werden. 
Die Reindarstellung der au8erordentlich labilen urspriinglichen 
Farbwachse der Haematococcus-Aplanosporen diirfte nur mit 
eréBeren Mengen frischen Algenmaterials bei sofortiger rascher Auf- 
arbeitung erreichbar sein. Die ungewoéhnlich leichte Zersetzlichkeit 
des veresterten EKuglenarhodons mu8 aus dem Grunde besonders 
auffallen, weil es in freiem Zustande zu den bestindigsten Caroti- 
noiden gezahlt werden kann. Eine Erklirung dafiir kénnte viel- 
leicht damit zusammenhingen, daf dieses Tetraketon nur in seiner 
Knolform esterartige Verbindungen bilden kann. 

Als Ausgangsmaterial fiir die hier beschriebene Untersuchung 
diente eine etwa 19 g Trockensubstanz entsprechende Menge der 


1) J. Tischer, Diese Z. 260, 147 (1937). 
*) J. Tischer, Diese Z. 239, 257 (1936). 
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roten Dauersporen von Haematococcus pluvialis, die wiederum 
mit Aceton extrahiert wurde. Die Trennung der Ester gelang 
in befriedigender Weise durch Adsorption der in Benzin (70—80°) 
iibergefiihrten Pigmente an Calciumcarbonat. Durch Entwicklung 
des Chromatogramms mit Benzol—Benzin (1:1) bildeten sich dabei 
im wesentlichen 7 Zonen aus. 

Von diesen enthielt die oberste Zone I, die durch Zersetzungs- 
produkte von Carotinoiden hell ockergelb angefarbt war, haupt- 
siichlich farblose Substanzen, u. a. auch etwas Jonon, das sich 
bei der Elution mit alkoholhaltigem Benzin durch seinen Geruch 
deutlich erkennen lieB. Innerhalb dieser breiten Zone waren 
3 schmale blaugriine Ringe zu unterscheiden, deren Farbstoffe 
ein dem Chlorophyll a entsprechendes Spektrum aufwiesen. Haupt- 
sichlich farblose, wachsartige Stoffe und Zersetzungsprodukte 
enthielten auBerdem noch die hell lachsrosa geténten Zonen 1V 
und VI. Die Farbstoffe des untersten hellgelben Bezirkes VII] 
lieBen sich durch neuerliche Adsorption an Aluminiumoxyd noch 
in 8 Zonen aufteilen, die weiter unten beschrieben werden. 

Die Polyenpigmente der Zonen II, III und V erwiesen sich 
als Ester, die im folgenden mit A, B und C bezeichnet werden. 
Beim Verteilungsversuch verhielten sich alle 3 epiphasisch. Setzte 
man ihrer Benzinlésung alkoholische Lauge zu, wanderte ihre 
Farbkomponente in die Unterschicht. Sehr rasch ging die Ver- 
seifung bei den Estern A und B vor sich, viel langsamer dagegen 
beim Ester C. Den weitaus gréBten Anteil der nativen Himato- 
coccus-Pigmente bildete das bei der ersten Adsorption mit zinnober- 
roter Farbe in Zone II festgehaltene Farbwachs A. Wesentlich 
geringer war die Menge des in Zone V mit dunkel lachsroter 
Farbe adsorbierten Esters C. Der Ester B, den die hell braun- 
orange gefirbte Zone III enthielt, war in geringster Menge vor- 
handen. Alle 3 Pigmente wiesen das gleiche einbandige Spektrum 
auf. Ihr breites Absorptionsband erstreckte sich in Schwefel- 
kohlenstofflésung iiber den Bereich von etwa 470—565 uu und 
zeigte ein Maximum bei etwa 515 wu. 

Das Farbwachs A krystallisierte aus Benzol—Methanol in 
ziegelroten kugeligen Formen. Nach 4maligem Umkrystallisieren 
schmolz es bei 101° (korr.). Wegen Materialmangels konnte nicht 
bis zur volligen Schmelzpunktskonstanz umkrystallisiert werden, 
doch diirfte sich der Schmelzpunkt nicht mehr wesentlich erhéhen 
lassen (Schmelzpunkte: 93°, 97°, 99,5°, 101°). Die Farbkomponente 
des Farbwachses A wurde nach Verseifung des krystallisierten 
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Produktes als Euglenarhodon sichergestellt. Dieses zeigte véllige 
Ubereinstimmung mit dem friither [a. a. 0.%)] aus Euglena helio- 
rubescens gewonnenen ‘l'etraketon. Schmelzpunkt und Mischungs- 
schmelzpunkt waren vollkommen gleich und lagen bei 227° (korr.). 
Kin Mischchromatogramm ergab eine vollig einheitliche Zone. 
Sein Spektrum in Pyridinlésung zeigte ein breites Band mit dem 
Maximum bei etwa 505 yuyu. Als die Siurekomponente des Esters 
diirfte die Palmitinsiure anzusehen sein. Zwar konnte sie nicht 
unmittelbar aus dem krystallisierten Farbwachs isoliert werden, 
weil infolge der leichten Zersetzlichkeit die Menge der zuletzt 
noch vorhandenen Substanz hierfiir nicht ausreichte. Hingegen 
konnte Palmitinsiure aus dem noch in den Mutterlaugen gelésten 
Pigment nach seiner Verseifung isoliert und durch ihren Schmelz- 
punkt und Mischungsschmelzpunkt identifiziert werden. Fiir die 
Veresterung des enolisierten Kuglenarhodons mit 2 Molekiilen 
Palmitinsiure spricht die Elementaranalyse des Pigmentes, die 
81,18°/, C und 9,74°/, H ergab. In Anbetracht des Umstandes, daB 
sich der Schmelzpunkt beim letzten Umkrystallisieren noch um 1,5° 
erhéhte, stimmen diese Werte recht gut mit den fiir Euglenarhodon- 
Dipalmitat berechneten iiberein (80,84°/, C, 10,18°/, H). Das 
Farbwachs schmilzt um 126° tiefer als Kuglenarhodon. Ungefihr 
im gleichen Verhialtnis legen die Schmelzpunkte anderer Dipalmitin- 
siureester von Carotinoiden und ihrer Farbkomponenten. Helenien 
schmilzt bei 92° *), demnach um 102° tiefer als Lutein (Schmelz- 
punkt 194°) und Physalien [Schmelzp. 99,5° *)] schmilzt um 116° 
tiefer als Zeaxanthin [Schmelzp. 215,5°). Dagegen schmilzt das 
Zeaxanthinmonopalmitat (Schmelzp. 148°) nach Karrer und 
Schlientz 5) nur 67,5° tiefer als Zeaxanthin. Das Farbwachs A 
stellt daher mit gréBter Wahrscheinlichkeit den Dipal- 
mitinsiureester des Kuglenarhodons dar und wiirde damit 
den vorgenannten, aus héheren Pflanzen gewonnenen Farbwachsen 
anzureihen sein. 

Das durch Krystallisation gereinigte Farbwachs A zeigte im 
GittermeB-Spektroskop nach Léwe-Schumm (Kupferoxydammo- 
niakfilter) die folgenden Absorptionsspektra: in Schwefelkohlen- 
stoff erstreckte sich der Absorptionsbezirk etwa von 475—565 up, 
Maximum etwa 520 wu, in Benzin (70—80°) lag der Absorptions- 
bereich von etwa 450—515 uu, Maximum etwa 486 uu. 


3) R. Kuhn u. A. Winterstein, Naturw. 18, 754 (1930). 
4) R. Kuhn u. Chr. Grundmann, Ber. chem. Ges. 67, 596 (1934). 
5) Helvet. chim. Acta 17, 55 (1934). 
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Das Farbwachs wird aus Benzinlésung an Calciumcarbonat °) 
gut adsorbiert und laBt sich daraus mit alkoholhaltigem Benzin 
leicht wieder eluieren. Zum Unterschied vom unreinen Produkt 
bildet das gereinigte Carotinoid im adsorbierten Zustand eine 


dunkel violette Zone. Schon beim Nachwaschen mit Benzin oder 


Benzol—Benzin (1:1) tritt die auBerordentliche Labilitit des Esters 
in Erscheinung. Der violette Bezirk wandert ganz allmahlich 
tiefer und wird in seinem oberen Teil, der die Zersetzungsprodukte 
des Farbwachses enthilt, hell elfenbeinfarben. Bei wiederholter 
Adsorption, insbesondere in fest gestampften Calciumcarbonat- 
siulen, verschwindet die violette Zone zusehends und geht schlief- 
lich zur Ginze in hell gefairbte Zersetzungsprodukte iiber. 

Der mengenmaéBig am meisten zuriicktretende Ester B stellt 
wahrscheinlich ebenfalls ein Farbwachs dar und zeigt das gleiche 
Absorptionsspektrum wie das Euglenarhodon-Dipalmitat. Seine 
Abtrennung von diesem gelang selbst auf chromatographischem 
Wege nur sehr schwer. Erst nach sehr langem Entwickeln des 
Chromatogramms mit Benzol—Benzin bildete sich zwischen beiden 
Pigmenten im Calciumcarbonat-Chromatogramm eine schmale 
blaugriine Zwischenzone aus, die wiederum das Spektrum des 
Chlorophyll a aufwies. Das gereinigte Pigment wurde mit viel 
heller violetter Farbe adsorbiert als der Ester A. Aus Benzol- 
Methanol konnte das Farbwachs B in dunkelbraunen Krystallen 
erhalten werden. Sie schmolzen jedoch wesentlich tiefer als die 
des Farbwachses A. Die nur in sehr geringer Menge erhaltene 
Substanz erweichte schon bei Zimmertemperatur. Wegen Material- 
mangels konnte eine weitere Reinigung nicht vorgenommen werden. 
Die durch Verseifung erhaltene Farbkomponente dieses Esters 
wurde spektroskopisch gleichfalls als Kuglenarhodon identifiziert. 
In Pyridinlésung warde ein breites Absorptionsband mit dem 
Maximum bei etwa 505 uu beobachtet. 


Der Ester C, der im ersten Chromatogramm die dunkel 
lachsrote Zone V bildete, konnte trotz wiederholter Reinigung in 
der Adsorptionssiule nicht krystallisiert erhalten werden. Er wird 
aus Benzinlésung von Aluminiumoxyd mit dunkel bordeauxroter 
Farbe adsorbiert und laBt sich daraus mit alkoholhaltigem Benzin 
zum GroBteil wieder gut eluieren. Da sich die Euglenarhodon- 
ester wie auch das Euglenarhodon selbst aus Aluminiumoxyd mit 


*) Als Adsorptionsmittel diente Calcium carbonicum praecipitat. puriss. 
Art. Nr. 2065 von Merck. 















Uber die Carotinoide von Haematococcus pluvialis. II. 92.9 










































alkoholhaltigem Benzin kaum mehr in Lésung bringen lassen, 








it 8) 
zin § deutet das abweichende Verhalten des Esters C im Verein mit 
akt [seiner schwereren Verseifbarkeit darauf hin, daB seine Farbkompo- 
ine §  nente nicht von Kuglenarhodon gebildet wird. Doch spricht das 
der [ gleichartige Spektrum und die hypophasische Wanderung des ver- 
ers [| seiften Pigmentes fiir eine gewisse Verwandtschaft mit dem Eu- 
ich | glenarhodon. Aus Benzol—Methanol wurde das Pigment als dunkel- 
kte rotes Ol ausgeschieden, das auch nach mehrtigigem Stehen im | 
ter [— kKihlschrank bei —2° nicht krystallisierte. In Benzin gelést 
at- erlitt der unter Kohlendioxyd im Kihlschrank stehende Kster eine 
of. vollkommene Zersetzung, die sich fuBerlich durch eine Farb- 
aufhellung zu erkennen gab. Die rasche Zersetzlichkeit unter den 

st cenannten Bedingungen ist ebenfalls eine von den beiden anderen 
ho stern abweichende Kigenschaft. Das zersetzte Pigment bildete 
ne an Aluminiumoxyd eine miBfarbene hellbraune Zone. Beim Waschen 
om der nach der Verseifung in Chloroform aufgenommenen (zersetzten) 
los Farbkomponente mit Wasser trat ein sehr starker Geruch nach 
as lsovaleriansiiure auf. Die Siurekomponente des Esters C diirfte 
ale aber von einer héhermolekularen Fettsiiure, als es die Palmitin- 
- siiure ist, gebildet werden, denn aus den Verseifungsprodukten 
tal eines kleinen Tiles des unzersetzten Esters konnte eine noch 
|- unreine Fettsiure vom Schmelzp. 64° isoliert werden. 

en Ob das epiphasische Carotinoid Himatoxanthin in den 
™ roten Dauersporen auch in veresterter Form vorkommt, lieB sich 
- bei der tiberaus leichten Zersetzlichkeit aller Pigmente nicht sicher 
"a entscheiden. Himatoxanthin scheint im Chromatogramm vom 
* ster C teilweise iiberlagert zu werden, denn nach Elution des 
ie Ksters aus der Tswettschen Aluminiumoxydsiule mit alkohol- 
" haltigem Benzin blieb ein kleiner Farbstoffrest festhaften, der mit 
- alkoholischer Kalilauge eluiert wurde. Aus der eingeengten Benzin- 

phase dieses Verseifungsproduktes krystallisierte eine sehr kleine 

™ Menge Hiimatoxanthin in braunvioletten Blattchen aus. Absorptions- 
n bezirk in Benzin (70—80°): 450—515 uu, Maximum: 478 uu, in 
-d Schwefelkohlenstoff: 460—560 MU, Maximum etwa 515 uu. Himato- 
“ xanthin war auBerdem noch in der schwach lachsrosa gefarbten 
* Zone VI enthalten und wurde im Eluat spektroskopisch nach- 
s. vewiesen. Ferner enthielt auch die Zone VII, wie im folgenden 
+ mitgeteilt wird, noch geringe Mengen Hiimatoxanthin. 

| Die Benzinelution der gelben Zone VII des ersten Calcium- 
. carbonat-Chromatogramms zeigte ein 3 bandiges Spektrum, ent- 
hielt aber noch ein Farbstoffgemisch. Durch Adsorption an Alu- 
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miniumoxyd gelang es, die Pigmente in drei getrennte Zonen aut- 
zuteilen. Die oberste war hell lachsrosa gefirbt und enthielt 
neben etwas Himatoxanthin hauptsiichlich farblose, wachsartige 
Stoffe. Aus der mittleren Zone konnte eine geringe Menge f-Ca- 
rotin in schén ausgebildeten, dunkelroten, siulenformigen Prismey 
mit bliulichem Obertlichenglanz erhalten werden, die ohne weitere 
Reinigung bei 179° (korr.) schmolzen. Aus der untersten Zone 
wurde nach Behandlung der Substanz mit alkoholischer Lauge 
durch Adsorption an Calciumhydroxyd neben wenig /#-Carotir 
auch eine Spur e-Carotin isoliert und spektroskopisch nach- 
gewiesen. Optische Schwerpunkte in Benzin (70—80°): 477, 447 uu. 
Wahrend sich dieses Carotinoid bei der friiheren Untersuchung 
von nur 6g Algentrockensubstanz [a. a. O.1)] der Beobachtung 
entzog, konnte es nunmehr, wo eine 3 fache Menge des Ausgangs- 
materials zur Verfiigung stand, sichergestellt werden. 


Experimenteller Teil. 

Extraktion. Die in Reinkulturen herangeziichteten roten Aplano- 
sporen von Haematococcus pluvialis lieferten diesmal etwa 19 g Trocken 
substanz. Das Material wurde wie friiher') beschrieben, mit Seesand zer- 
rieben und mit Aceton extrahiert. Der erste olivbraune Acetonextrakt 
enthielt den Hauptanteil des nur in geringer Menge vorhandenen Chloro- 
phylls und wurde gesondert aufgefangen und verarbeitet. Das einmal 
extrahierte Algen-Sandgemisch wurde diesmal zwecks leichterer Extraktion 
der Pigmente mit Aceton tibergossen, in einer Porzellankugelmiihle griindlich 
zerrieben und auf einem Biichnertrichter so lange mit Aceton nachgewaschen, 
bis kein Farbstoff mehr in Lésung ging. Die Vermahlung und Auslaugung 
wurden bis zur Erschépfung des Algenmaterials fortgesetzt. 


Trennung der Ester. Die Pigmente wurden wie friiher beschrieben, 
in Benzin (70—80°) iibergefiihrt und die von Aceton und Wasser befreite 
Benzinlésung durch 2 Calciumearbonatsiiulen von 50 em Linge und 30 mm 
Durchmesser filtriert. Bei der Entwicklung des Chromatogramms mit Benzol- 
Benzin (1:1) bildeten sich im wesentlichen die folgenden Zonen aus: 


I. schwach ockergelb: farblose Substanzen + Zersetzungsprodukte 
von Carotinoiden, 
IT, zinnoberrot: Ester A (Euglenarhodon-Dipalmitat), 
Ili. hell braunorange: Ester B, 
IV. hell lachsrosa: farblose Stoffe, angefiirbt durch Zersetzungspro- 
dukte, 
V. dunkel lachsrot: Ester C, daneben etwas Himatoxanthin, 
VI. hell lachsrosa: hauptsiichlich farblose Stoffe (etwas Hiimatoxanthin), 
VII. hellgelb: Hiimatoxanthin + §-Carotin + Spur «-Carotin. 


Farbwachs A. Das zinnoberrot adsorbierte Pigment der Zone II wurde 
mit alkoholhaltigem Benzin eluiert, die Lésung gewaschen, getrocknet und 
das Farbwachs ein 2. Mal an Calciumearbonat adsorbiert. Dadurch lieBen 
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sich noch viel farblose Begleitstoffe abtrennen. Durch Nachwaschen des 
Chromatogramms mit Benzol—Benzin (1:1) fiirbten sich der obere und 
untere Teil der roten Zone dunkelviolett und durch lingeres Entwickeln 
lieB sich noch ein Teil des Esters B herauswaschen. Der einheitlich zinnober- 
rot gefirbte Mittelteil der Hauptzone einerseits und die beiden violetten 
Anteile andererseits wurden getrennt mit alkoholhaltigem Benzin eluiert. 
Einer Krystallisation standen noch zu viel Begleitstoffe hindernd im Wege. 
Bei Wiederholung der Adsorption wurde das gesamte Farbwachs mit dunkel 
violetter Farbe festgehalten. Beim neuerlichen Nachsaugen von Benzol- 
Benzin riickte die violette Zone langsam tiefer und hinterlieB eine hell 
elfenbeinfarbene Schicht. Diese Erscheinung erweckte urspriinglich den 
Kindruck, als handelte es sich um noch vorhandene Verunreinigungen. 
Doch wiederholte sich dieser Vorgang bei jeder Adsorption und die Menge 
des Farbwachses nahm stindig ab. Durch fortgesetzte Adsorption einer 
kleinen Menge der Substanz wurde denn auch festgestellt, daB sie schon 
bei diesem schonenden Reinigungsprozesse einer Zersetzung anheimfillt 
und schlieblich zur Giinze in hell gefiirbte Stoffe iibergefiihrt wird. Die 
Benzinlésung des noch unzersetzten Farbstoffrestes wurde dann bei ver- 
mindertem Druck im Stickstoffstrom zur Trockne gebracht und der wachs- 
artige Riickstand mit wenig heiBem Benzol aufgenommen, worin er sich 
mit dunkel weinroter Farbe liste. Nach Zusatz der 3fachen Menge heiBen 
Methanols schieden sich im Kiihlschrank kugelige, ziegelrote Krystillchen 
von wachsartiger Konsistenz aus, die bei 93° schmolzen. Diese waren aber 
noch mit farblosen Zersetzungsprodukten verunreinigt. Da sich die Begleit- 
stoffe in Methanol schwerer lésten als in Benzol, konnten sie durch wieder- 
holte fraktionierte Krystallisation aus Benzol-Methanol (1:6) beseitigt werden. 
Durch 4maliges Umkrystallisieren wurde der Schmelzpunkt des Farbwachses 
auf 101° (korr.) gesteigert. Wegen Mangels an Material mufte von weiterem 
Umkrystallisieren abgesehen werden. 

Zur Identifizierung der Farbkomponente wurden wenige Milligramme 
des krystallisierten Farbwachses in Benzin (70—80°) gelést und mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge unter wiederholtem Umschiitteln bei Zimmertempe- 
ratur wiihrend 20 Minuten verseift. Dabei entfiirbte sich die Benzinschicht 
vollkommen und der freie Farbstoff suchte die Unterschicht auf. Er wurde 
in der friiher beschriebenen Weise’) isoliert, gereinigt und erwies sich als 
Kuglenarhodon. Schmelzpunkt nach Auskochung mit Methanol und Benzin 
(30—50°) und 3maligem Umkrystallisieren: 227° (korr.). Ein Gemisch mit 
Euglenarhodon aus Euglena heliorubescens zeigte keine Schmelzpunkts- 
depression. Ein Mischchromatogramm der beiden Pigmente an Calcium- 
hydroxyd war vollkommen einheitlich. Spektrum in Pyridin: breites Band 
mit dem Maximum bei 505 wu. Auch alle sonstigen Reaktionen auf Euglena- 
rhodon waren iibereinstimmend. 

Zur Identifizierung der Siiurekomponente wurde das in den vereimigten 
Mutterlaugen der Krystallisate enthaltene Farbwachs in gleicher Weise ver- 
seift. Nach Ausschiitteln des Euglenarhodons mit Chloroform wurde die 
farblose alkoholisch-alkalische Schicht mit 2n-Schwefelsiure angesiuert und 
ausgeiithert. Nach dem Abdestillieren des mit Natriumsulfat getrockneten 
Athers verblieb ein geringer Riickstand, der nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus Essigiure bei 62,5° (korr.) schmolz. Ein Mischungsschmelzpunkt 
mit Palmitinsiiure ergab keine Depression. 
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Demnach darf das Farbwachs A als ein Palmitinsiiureester des Euglena. 
rhodons angesehen werden und sein tief gelegener Schmelzpunkt spricht 
dafiir, daB es sich um das Dipalmitat handelt. Von dieser Annahme aus- 
gehend wurde das reinste Krystallisat 6 Stunden nach dem letzten Um- 
krystallisieren und nach vorheriger Trocknung (bei 15 mm Druck iiber 
Calciumchlorid durch 2 Stunden) der Mikroelementaranalyse unterworfen, 
die von Herrn Prof. Dr. M. Boetius, Dresden, ausgefiihrt wurde. 


2,051 mg Subst.: 6,105 mg CO,, 1,785 mg H,0. 
C,H, 30, Gef. C 81,18 H 9,74 Ber. C 80,84 H 10,18. 


Durch die bei der Elementaranalyse erhaltenen Werte wird die An- 
nahme in befriedigender Weise gestiitzt. 


Farbwachs B. Der in Zone III adsorbierte Euglenarhodonester B war 
besonders stark mit farblosen Begleitstoffen verunreinigt. Diese wurden 
durch wiederholte Adsorption an Calciumcarbonat weitgehend beseitigt. 
Mit zunehmender Reinheit des Pigmentes firbte sich die urspriinglich hell- 
braune Zone hellviolett. Das schlieBliche, alkoholhaltige Benzineluat dieser 
Zone wurde nach der iiblichen Vorbehandlung im Vakuum unter Stickstoff 
zur Trockne gebracht und der schmierige Riickstand mit Benzin (80—50°) 
aufgenommen, Aus dieser Lésung schied sich im Kihlschrank eine kleine 
Menge einer hellgelben, harzigen Substanz aus, die abgetrennt wurde. Das 
Pigment wurde neuerlich an Calciumcarbonat adsorbiert und schlieBlich 
aus Benzol—Methanol (1:3) umkrystallisiert. Im Kiihischrank fiel eine kleine 
Menge dunkelbrauner Krystiillchen aus, die schon bei Zimmertemperatur 
schmierig wurden. Zwecks Feststellung der Farbkomponente wurde das 
Farbwachs mit Benzin (70—80° aufgenommen und mit iithylalkoholischer 
Kalilauge wiihrend 30 Minuten verseift. Auch hier war die Benzinphase 
nach der Entmischung vollkommen farblos. Aus der Unterschicht wurde 
das verseifte Pigment mit Chloroform ausgeschiittelt. Das Liésungsmittel 
wurde nach griindlicher Waschung mit Wasser und nach Trocknen mit 
Natriumsulfat im Stickstoffstrom bei vermindertem Druck abdestilliert. Der 
in Pyridin geléste geringfiigige Riickstand ergab das fiir Euglenarhodon 
charakteristische Spektrum. 

Ester C. Das Benzineluat der dunkel lachsroten Zone V wurde alko- 
holfrei gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und der Ester noch 3mal 
an Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach der Elution der dunkel bordeauxroten 
Zone mit alkoholhaltigem Benzin wurde das vom Lésungsmittel befreite 
dlige Pigment in Benzol gelést und dieser Lésung die 3 fache Menge heiBen 
Methanols zugefiigt. Im Kiihlschrank schied sich daraus ein dunkelrotes 
Ol aus, das abgetrennt und in wenig Benzin (25—-35° gelést wurde. Nach 
mehrtigigem Verweilen im Kihlschrank fielen gelb angefirbte Begleitstoffe 
aus, die schon bei Zimmertemperatur wieder fliissig wurden. Auch nach 
neuverlichem Chromatographieren gelang es nicht, den Ester krystallisiert 
zu erhalten. Nach mehrtigigem Aufbewahren im Kihlschrank bei — 2° 
unter Kohlendioxyd trat unter Farbaufhellung vollige Zersetzung ein. 


Die Pigmente der gelben Zone VII des Calciumcarbonat-Chro- 
matogramms wurden an Aluminiumoxyd adsorbiert, wobei sich 3 Zonen 
ausbildeten. Der Farbstoff des oberen hell lachsrosa gefiirbten Bezirkes 
wurde mit alkoholhaltigem Benzin eluiert und die Lésung mit alkoholischer 
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Uber die Carotinoide von Haematococcus pluvialis. II. 938 


Lauge behandelt. Das Pigment, das nach der Entmischung die Benzin- 
phase aufsuchte, wurde neuerlich an Aluminiumoxyd adsorbiert. Aus dem 
eingeengten Benzineluat der schmalen Hauptzone schieden sich in nur sehr 
geringer Menge braunviolette Blittchen aus. Das Carotinoid verhielt sich 
beim Verteilungsversuch mit 90°/,igem Methanol epiphasisch, an 95 °/,iges 
Methanol gab die Benzinlésung einen geringen Anteil des Farbstoffes ab. 
Spektrum in Schwefelkohlenstoff: breites Band von etwa 460—560 uy, 
Maximum bei etwa 515 wu, in Benzin (70—80°): 450—515 wu, Maximum 
etwa 478 uu. Es handelt sich demnach um das im I. Teil bereits be- 
schriebene Himatoxanthin. Das Carotinoid der mittleren orangefarbigen 
Zone wurde als #-Carotin identifiziert. Spektrum in Schwefelkohlenstoff: 
520, 484, 452 uu. Aus der eingeengten petrolitherischen Lésung schieden 
sich wohlausgebildete Krystalle mit dem Schmelzp. 179° aus, die nicht 
weiter gereinigt wurden. Das Eluat der hell orangegelben unteren Zone 
(Spektrum in Schwefelkohlenstoff: 513, 480 wu) lieferte nach Behandlung 
mit alkoholischer Lauge und nach Filtration der Benzinlésung durch eine 
Caleciumhydroxydsiiule eine Spur «-Carotin, das spektroskopisch festgestellt 
wurde. Spektrum in Benzin (70—80°): 477, 447 uu, in Schwefelkohlenstoff: 
509, 477, 445 um. 

Aus dem Eluat der hell ockergelben Zone I wurden farblose Nadeln 
erhalten, aus dem der Zone IV fast farblose Flocken und aus Zone VI eine 
rosa angefiirbte, wachsartige Substanz. Diese Stoffe wurden nicht weiter 
untersucht. 


Der Deutschen Forschungs-Gemeinschaft Berlin und dem 
Vorstand des Instituts fiir Pflanzenernihrung in Tetschen-Liebwerd, Herrn 
Prof. Dr. K. Boresch, dankt der Verfasser aufrichtig fiir die leihweise 
Uberlassung eines GittermeB-Spektroskopes nach Léwe-Schumm. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 
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Uber den Mineralstoffgehalt des Pollens von Typha latifolia L. 


Von 
Josef Tischer und Wilhelm Antoni. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie der Landw. Abt. 
der Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen-Liebwerd.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1938.) 


Mit der Schwierigkeit der Beschaffung gréBerer Mengen reiner 
Pollen hiingt es zusammen, daB die bisherigen Angaben iiber den 
Mineralstoffbestand der miinnlichen Geschlechtszellen von Pflanze1 
sehr spirlich und unbefriedigend sind. Die von Boresch?) an- 
gefiihrten Gehaltszahlen, die Gramme Element in 1 kg Trocken- 
substanz angeben, betreffen den Bliitenstaub von Fichte, Kiefer, 
Erle, Haselnu8 und der Zuckerriibe. Uber den Pollen von Typha 
latifolia L. (Rohrkolben) legen bisher keine Angaben in dieser 
Richtung vor. 

Eine fiir die Gesamtaschenanalyse ausreichende Pollenmenge 
dieser Pflanze stellte uns Herr Dr. Hirdtl, Tetschen- Liebwerd 
freundlichst zur Verfiigung. Er sammelte den Bliitenstaub anfangs 
Juni 1937 an einem Fischteiche bei Alt-Ohlisch (Nordbéhmen) ein. 
Die Bestimmungen der Aschenstoffe wurden zum Teil nach mikro- 
colorimetrischen Methoden ausgefiihrt. Da geniigend Material 
zur Verfiigung stand, konnten einige Bestimmungen auch volu- 
metrisch oder gravimetrisch vorgenommen werden. 

Der Rohaschengehalt des Pollens, berechnet auf 1 kg Trocken- 
substanz, betrug 37,96 g. Der lufttrockne Pollen enthielt 9,72°/, 
Wasser und demnach 90,28 °/, ‘Trockensubstanz. 

Auf Grund unserer Analyse enthielt der Typhapollen die in 


Tab. I angefiihrten Mineralstoffmengen in Gramm je 1 kg Trocken- 
substanz, die wir durch Aufnahme seines Gehaltes an Gesamt- 


stickstoff ergiinzt haben. 


') Tab. biol. period. V, (= Tab. biol. XI), 164 (1935). 











aL, 





Uber den Mineralstoffgehalt des Pollens von Typha latifolia L. 935 


Tabelle LI. 








Gramme in 1 kg Trockensubstanz 
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Zum Vergleich des Mineralstoffgehaltes des Typhapollens mit 
dem von Pollen anderer Pflanzenarten fihren wir in Tab. II die 
in der Literatur auffindbaren Analysenergebnisse an. An den von 
Klsner und Ganzmiiller?) veréffentlichten Muineralstoffanalysen 
des Pollens der Erle, Kiefer und Haselnuf fiallt das Fehlen von 
Magnesium, dieses fiir griine und nicht griine Pflanzen doch 
unentbehrlichen Elementes auf und steht im Falle der Kiefer 
auch in Widerspruch mit der von uns umgerechneten Analyse 
von Przybytek und Famintzin*). Aber auch die Asche von 
Haselpollen enthalt, wie Planta‘) qualitativ ermittelt hat, mehr 
Magnesium als Calcium. 


Tabelle II. 














Gramme in 1 kg Trockensubstanz 

Pollenart : 
K §Na Ca | Mg| Fe | Mn P| Ss | Si | C1] N 

Fichte’) . . | 20,04 | 0,68 | 0,89 | 0,71 | 0,64 0,88 | 8,12 1,93| Spur) — | 43,6 
Erle?) . . . 17,08} — |2,64| 0 |/2,38) — /|5,32} —/| — | 0 | 40,4 
HaselnuB?). | 20,89; — | 2,63; 0 /0,82) — | 612; — | — 0 | 26,5 
Kiefer*) . . | 8,43) — | 2,00; 0 |0,30) — |6,57; — | — | 0 21,1 
Kiefer’) . . [10,35 0,95 | 0,22 | 1,50 | 1,31 Spur 4,62/ 2,10 — 0,35 25,8 
Zuckerriibe®) | 11,41) — | —| — | — 3,45|1,19, — | 0,62! 39,9 
Typha. . . [12,44 | 1,27 | 0,97 | 2,83 | 0,25 0,069 4,06 | 2.40 (0,008, 0,51, 38,3 





Besonders auffallend ist der hohe Magnesium-Gehalt des 
Typhapollens. Auch sein Schwefel-Gehalt ist etwas hoher als 
bei den anderen angefiihrten Bliitenstaubarten. Der Calcium- 


*) Diese Z. 194, 21 (1931). 

8) Journ. d. russ. phys.-chem. Ges. 1, 371 (1885). Ref.: Ber. chem. 
Ges. 19. 32 (1886). 

4) Landw. Vers.-Stat. 31, 97 (1884). 

*) Ramann, Ztschr. f. Forst- und Jagdwesen 30, 105 (1898). 

*) Stift, Osterr.- -ung. Ztschr. f. Zuckerindustrie u. Landwirtschaft 30, 
43 (1901). 
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Gehalt ist hingegen niedrig und entspricht der GréBenordnung 
nach dem des Fichtenpollens. Gegeniiber diesem ist der Pollen 
des Rohrkolbens als manganarm zu bezeichnen. Silicium wurde 
in anderen Pollenarten itiberhaupt noch nicht bestimmt und ist 
auch im hier untersuchten Falle in nur sehr geringer Menge vor- 
handen. Der Chlor-Gehalt der Typhapollen entspricht etwa dem 
der Pollen der Zuckerriibe. Im Bliitenstaub der Erle, Kiefer und 
HaselnuB soll nach Elsner und Ganzmiiller?) tiberhaupt kein 
Chlor vorhanden sein. Im Falle der Kiefer liBt sich diese Angabe 
mit der Analyse von Przybytek und Famintzin®) nicht in 
Kinklang bringen. Qualitativ konnte auch Planta sowohl im 
Pollen der gemeinen Kiefer’) als auch im Bliitenstaub der Hasel- 
staude*) Chlor nachweisen. 


Versuchsteil. 


Trockensubstanzbestimmung: Durch Trocknung bei 100° konnte keine 
Gewichtskonstanz erreicht werden, weil beim Trocknen, wie es auch bei 
anderem Pflanzenmaterial hiufig vorkommt,: andauernd sehr geringe Mengen 
fliichtiger Bestandteile entwichen. Nach einer 3 stiindigen Trocknungsdauer 
nahm das Gewicht durchschnittlich um 0,4°/,, pro Stunde ab. Deshalb 
wurde der Trockensubstanzgehalt des Pollens wie iiblich aus dem Gewichts. 
verlust nach 5 stiindigem Trocknen bei 103° errechnet. 


Fiir die Bestimmungen der Aschenelemente K, Na, Fe, Mn, P, Ca, 
Mg und Si wurde eine etwa 9 g Trockensubstanz entsprechende Pollenmenge 
unter Einhaltung der nétigen Vorsichtsma8nahmen verkohlt und im Muffel- 
ofen bei etwa 600° verascht. Nach 2 maliger Abscheidung der Kieselsiure 
wurde die Aschenlésung mit konzentrierter Salpetersiiure eingedampft, der 
Riickstand mit 2 cem Salpetersiiure (spez. Gew. 1,2) und heiBem Wasser 
aufgenommen und die Lésung auf 250 cem aufgefiillt. Nach dem Abrauchen 
der Kieselsiure mit Ammoniumfluorid und Schwefelsiure verblieb kein 
Riickstand. Die erstgenannten 5 Aschenstoffe wurden colorimetrisch be- 
stimmt. Fir die Ermittlungen des Kaliums und Phosphors wurden 2 cem 
der Aschenlésung nach Neutralisation auf 10 cem aufgefillt. 1cem dieser 
verdiinnten Lésung diente zur Kalium-, 2 cem zur Phosphorbestimmung. 
Die Ermittlung des Kaliums wurde nach Tischer‘) vorgenommen, die 
Bestimmung des Natriums in 2 cem der urspriinglichen Aschenlésung in 
der von Stolze’) beschriebenen Weise. Das Eisen wurde in 10 cem der 
salpetersauren Lésung nach der Rhodanidmethode™) festgestellt. Das Man- 
gan haben wir nach Horvath") mit Ammoniumpersulfat zu Permanganat 


’) Landw. Vers.-Stat. $2, 215 (1885). 

8) Molisch-Festschrift der Mikrochemie, 8. 418 (1936). 

*) In Druck bei der Zeitschr. f. Pflanzenern., Diingung u. Bodenkunde. 
10) R. Willstitter, Ber. chem. Ges. 53, 1152 (1920). 

") Z. f. anal. Chem. 63, 581 (1914). 
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oxydiert und ebenfalls colorimetrisch bestimmt. Dazu verwendeten wir 
40 eem der urspriinglichen Aschenlésung. Phosphor wurde mittels der Phos- 
phormolybdinmethode in der Ausfithrung von Tischer") ermittelt. Fiir 
die colorimetrischen Bestimmungen der genannten 5 Elemente reichten 2 g 
Pollentrockensubstanz aus. 

In der restlichen Aschenlésung wurde nach Abscheidung der Phosphor- 
siure das Calcium in der iiblichen Weise als Oxalat gefillt und mab- 
analytisch bestimmt. Das Magnesium wurde im Filtrat der Calciumfillung 
cravimetrisch ermittelt. 

Fiir die Bestimmungen des Schwefels*’) und Chlors"™) wurden getrennte 
Veraschungen nach Pottaschezusatz mit 6 bzw. 8 g Pollensubstanz vor- 
genommen. Das Chlor haben wir nach Volhard ermittelt. Der Schwefel 
wurde mit Kaliumpermanganat. oxydiert und nach Entfernung des Eisens 
als Bariumsulfat ausgewogen. Fiir die Makrostickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl geniigten infolge des hohen Stickstoffgehaltes bei Vorlage von 
50 eem n/10-Schwefelsiure zur Ammoniakdestillation etwa 1,5 g luft- 
trockner Pollen. 





12) Z. f. Pflanzenero., Diingung u. Bodenkunde, A 33, 192 (1934). 

13) J. K6nig, Untersuchung landwirtschaftlich wichtiger Stoffe I, 
$43 (1928). , 

It) Ebenda, S. 318. 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung aus Glutamin. 
Von 
F. Leuthardt. 
Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Mediz. Universitatsklinik Ziirich.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1938.) 


In der folgenden Arbeit soll iiber die Harnstoffbildung aus 
Glutamin in der Leber (Schnittmethode) berichtet werden. Diese 
Reaktion weist eine Reihe von Kigentiimlichkeiten auf, welche 
fiir die allgemeine Frage der Harnstofibildung von Interesse sind’), 

Es haben sich die folgenden T'atsachen ergeben: 

1. Von allen bisher untersuchten stickstoffhaltigen Verbin- 
dungen ist das Glutamin dadurch ausgezeichnet, daB seine Um- 
satzgeschwindigkeit derjenigen des Ammoniaks am nichsten kommt. 
Bei gleicher, auf den Amidstickstoff bezogener Konzentration werden 
aus dem Siureamid 40—60°/, der Harnstoffmenge gebildet, die 
aus Ammoniak unter denselben Bedingungen entsteht. Da man 
annehmen mub, daB Glutamin langsamer in die Gewebe diffun- 
diert als Ammoniumsalze, ist die wirkliche Reaktionsgeschwindig- 
keit wahrscheinlich noch gréBer. Glutaminsaure liefert nur wenig 
Harnstoff; daher ist es der Stickstoff der Siureamidgruppe, der 
in Harnstoff itibergeht. Wahscheinlich entsteht primar dabei nicht 
Glutaminsiure sondern «-Pyrrolidoncarbonsiure. 

2. Anders als beim Ammoniak ist die Harnstoffbildung aus 
Glutamin ganz unabhingig vom zugesetzten Atmungssubstrat. Bei 
Gegenwart von Glucose wird in der Leber des hungernden Meer- 
schweinchens aus NH, nur ein Bruchteil des Harnstoffs gebildet, 
der in laktat- oder pyruviathaltiger Liésung entsteht (je nach der 
Ammonsalzkonzentration etwa 10—30°/,). Aus Glutamin dagegen 
entsteht in allen Substraten gleichviel Harnstoff. Deshalb ist die 
Reaktionsgeschwindigkeit des Glutamins in glucosehaltiger Lésung 
(Hungerleber) bedeutend gréSer als diejenige des Ammoniaks. 

3. Der EinfluB des Ornithins auf die Reaktionsgeschwindig- 
keit des Glutamins ist klein oder fehlt ganz, auch wenn im 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung aus Glutamin. 939 


Parallelversuch der Ammoniakumsatz auf das Doppelte oder Mehr- 


fache gesteigert ist. 
Fig. 1 illustriert die eben aufgezihlten Tatsachen. 
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Harnstoffbildung aus Glutamin (n. oben) und Ammonchlorid (n. unten) unter verschiedenen 
Bedingungen (y NH, pro mg Trockengewicht). Schraffierte Siulen: Ornithinzusatz. 


Diese Beobachtungen zeigen, dab das Glutamin mit dem 
harnstoffbildenden Fermentsystem andersartig reagiert als die 
Ammoniumsalze. Der Unterschied im Verhalten der beiden Sub- 
strate unter denselben Bedingungen fihrt auf die Frage, ob iiber- 
haupt die Harnstoffbildung aus dem Glutamin iiber das freie 
Ammoniak geht und legt die Vermutung nahe, daf das Siiureamid 
direkt, d. h. ohne primiire Desamidierung mit dem harnstoffbil- 
denden System reagieren kann. 

Tatsichlich ist in den glutaminhaltigen Ansitzen waihrend 
des ganzen Versuchsverlaufs nur sehr wenig freies Ammoniak mit 
der Methode von Parnas nachweisbar (etwa 0,2—0,5 mg-°/,). 
Da die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung mit der NH,-Kon- 
zentration abnimmt, entsteht die Frage, ob bei dieser kleinen 
Konzentration die Umsatzgeschwindigkeit geniigt, um die aus dem 
Glutamin entstandene Harnstoffmenge (unter Voraussetzung einer 
primiren Ammoniakabspaltung) zu erkliren. Die Bestimmung 
der Harnstoffbildung im genannten Konzentrationsbereich ergibt 
nur etwa 1¥/,, der aus dem Glutamin tatsichlich entstandenen 
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Menge Harnstoff*). Dieses Ergebnis scheint somit die Annahme 
eines direkten Ubergangs des Siureamidstickstoffs in den Harn- 
stoff zu bestitigen. Es ist aber nicht méglich, bei dieser kleinen 
Ammoniakkonzentration den EinfiluB der Diffusion sicher abzu- 
schitzen, so daB das Resultat mit einer gewissen Unsicherheit 
behaftet ist. Die Abnahme der UmsatzgréBe mit der Konzen- 
tration kénnte scheinbar sein, wenn mit abnehmender AuBen- 
konzentration des Substrats die Versorgung der inneren Zell- 
schichten ungeniigend wird, ahnlich wie dies bei Uberschreitung 
der ,,Grenzschnittdicke“ bei Atmungsversuchen nach Warburg 
der Fall ist”) Maheres vgl. Versuchsteil). 


Die allgemeine Ansicht geht heute dahin, daB aller Amino- 
oder Amidstickstoff iiber die Stufe des freien (d. h. unsubstituierten) 
Ammoniaks in Harnstoff iibergeht. Es gibt fiir diese Anschauung 
keinen direkten Beweis. Die Reaktionsgeschwindigkeit des Ammoniaks 
ist zwar gréBer als diejenige aller Aminosiuren. Aber diese Tat- 
sache allein berechtigt noch nicht zur Annahme, daB das Ammoniak 
stets eine notwendige Zwischenstufe ist. Unsere Beobachtungen 
deuten auf die Méglichkeit hin, da8 die Ferment-Substratverbin- 
dung der desaminierenden Enzyme in der Zelle gar nicht zerfallt, 
sondern mit einem Co-Ferment des harnstoffbildenden Systems 
(z. B. dem Carbamino-Ornithin oder Citrullin) weiterreagiert, so dab 
in der Hauptreaktion gar kein freies Ammoniak auftritt. Vielleicht 
sind auch eine Reihe anderer Fermente, die in vitro mangels ge- 
eigneter Acceptoren spaltend wirken, in Wahrheit ,,iibertragende“ 
Fermente, welche den Ubergang einer bestimmten Gruppe zwischen 
zwei ,,lragern“ katalysieren. Eine derartige Wanderung der NH,- 
Gruppe vom Saureamid (iiber Zwischenverbindungen) zum Harnstofi 
kénnte am ehesten mit der ,,Umesterung“ der Phosphorsiure ver- 
glichen werden, wie sie durch die Arbeiten der Meyerhofschen 
Schule bekannt geworden ist. 


Das Asparagin verhialt sich ihnlich wie das Glutamin. Beim 
p, der Versuchsansitze (p,, 7,4—7,6) ist aber die Leberaspara- 
ginase wirksamer als die Glutaminase, weshalb die Ansitze mit 
Asparagin meistens mehr freies Ammoniak enthalten als diejenigen 
mit Glutamin. Die Versuchsbedingungen sind darum nicht so 
iibersichtlich (vgl. Versuchsteil). Die leichte Reaktionsfahigkeit 
der Siureamidgruppe scheint auf die beiden natiirlich vorkommen- 


*) Ahnliche Verhiltnisse findet man bei den untersuchten Aminosdiuren 
(Alanin, Leucin, Glutaminsdure) (Tab. 6). 
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den Amino-dicarbonsiureamide beschrankt zu sein. Wir haben 
noch Milchsiure- und Brenztraubensiureamid gepriift; diese Ver- 
bindungen geben zu keiner nennenswerten Harnstoffbildung AnlaB. 
Durch die alten Untersuchungen von Schulzen und Nencki’) 
wissen wir, daB beim Hund Acetamid unverindert wieder aus- 
geschieden wird. Leucinamid und Alaninamid, die nach P. Bergell 
und Brugsch*) durch Leberextrakt hydrolysiert werden, konnte 
ich noch nicht untersuchen. 


Was die physiologische Bedeutung der beschriebenen ‘Tat- 
sachen betrifft, sei auf die folgenden Punkte hingewiesen: 


1. Im MuskeleiweiB steht die Glutaminsiure der Menge nach 
an erster Stelle (Ochsenmuskel enthilt etwa 15°/,). Die nicht in 
die Peptidkette eingefiigten Carboxylgruppen sind gréBtenteils als 
Siitureamidgruppen vorhanden (Osborne et al.°). Neuerdings hat 
k. Bailey*®) den Amidstickstoff im Myosin verschiedener ‘Tierarten 
bestimmt; er macht stets etwa 7°/, des Gesamt-N aus. Da der 
Muskel keine Glutaminase enthalt (Krebs*) muf man annehmen, 
daB beim Abbau ‘der Muskelsubstanz primir Glutamin entsteht 
oder auch glutaminhaltige Peptide, deren Siureamidgruppe, wie 
Melville’) an synthetischen Produkten nachgewiesen hat, ebenso 
leicht hydrolysiert wird wie diejenige des freien Glutamins. Die 
Muskelproteine haben am gesamten Stickstoffumsatz einen wesent- 
lichen Anteil. Das Vorhandensein eines wirksamen Mechanismus 
zur Uberfiihrung des Amidstickstoffes in Harnstoff wire daher 
physiologisch wohl verstiindlich. Im Sinne einer Anpassung an 
den gesteigerten Abbau der Muskelproteine im Hunger kénnte die 
Beobachtung gedeutet werden, daB in der Leber des hungernden 
Meerschweinchens der Glutaminumsatz gréBer ist als beim gut- 
genahrten Tier (vgl. Tab. 1, Vers. Nr. V und V1). 


2. H. A. Krebs hat gefunden, daB die Niere verschiedener 
Tierarten Glutamin aus Ammoniak und Glutaminsiure aufbaut’). 
Nachdem sich gezeigt hat, mit welcher Leichtigkeit das Glutamin 
Harnstoff liefert, liegt die Vermutung nahe, daB bei diesen Species 
die Glutaminsynthese in der Niere dazu dient, das durch oxydative 
Desaminierung der Aminosiure entstandene Ammoniak in eine 
ungiftige, und zugleich zur Harnstoffbildung geeignete Form tiber- 
zufiihren. Das Glutamin kénnte demnach als ,,Transportform“ 
des auBerhalb der Leber freiwerdenden Ammoniaks aufgefaBt 
werden. Es 1a8t sich nach folgendem Schema in den intermediiren 
Stoffwechsel der Aminosiuren einzufiigen. 
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Niere Blut Leber 
Desaminierung <— Aminosiiuren ——>»  Desaminierung 
| 
| | 
Y Y 
Glutaminsynthese ——> Glutamin —>  Harnstoffsynthese 


i 


Ks sei betont, daB verschiedene Kinzelheiten dieses Schemas 
nicht bewiesen sind. So fehlt der Nachweis des Glutamins im 
stroémenden Blut. Bei der miachtigen Durchblutung der Niere 
kann seine Konzentration im Blut sehr klein sein. Es findet sich 
méglicherweise unter den sogenannten,,Ammoniakmuttersubstanzen“ 
[vgl. Parnas®)]. Diesbeziigliche Versuche sind im Gang. 

Wie groB der Anteil der Reaktion an der gesamten Harn- 
stoffbildung ist, l4Bt sich nicht angeben. Die Menge des in der 
Niere gebildeten Glutamins hingt von der Menge der zustrémen- 
den Glutaminsiure und vom AmmoniakiiberschuB ab, der nicht 
zur Neutralisation der Sauren im Harn verbraucht wird. Da be- 
stiindig Muskelproteine und andere glutaminsiurehaltige Eiweib- 
stoffe abgebaut werden, ist stets die Méglichkeit vorhanden, dab 
Glutaminsdure ins Blut gelangt. Sie entsteht ferner nach Krebs 
und Weil-Malherbe durch oxydative Ringsprengung von Prolin °) 
und nach Edlbacher?!) et al. sehr wahrscheinlich auch aus 
Histidin. (Durch Histidasewirkung entsteht im Leberbrei nicht 
direkt Glutaminsiure sondern ein Kérper, der mit Saure oder 
Alkali behandelt, Ammoniak, Ameisensiure und Glutaminsaure 
liefert, wahrscheinlich Formylglutamin. Unsere Befunde machen 
die Beobachtung von Edlbacher und Neber, daB beim Schiitteln 
von Leberschnitten mit Histidin kein Ammoniak sondern Harn- 
stoff entsteht, ohne weiteres verstindlich. Aus dem Formylglutamin 
kann derselbe nach Abspaltung der Ameisensadure direkt gebildet 
werden.) Aus der geringen Ammoniakkonzentration im venésen 
Blut hat man geschlossen, daB die Niere nicht viel mehr Ammoniak 
produziert als im Harn ausgeschieden wird (vgl. z.B. Monguid 
und Krause?’); nachdem wir aber die Glutaminbildung der Niere 
kennen, mui die Méglichkeit erwogen werden, daB das iiber- 
schiissige Ammoniak die Niere als Siureamid verlaBt und sich 
so bei der Ammoniakbestimmung dem Nachweis entzieht. 

AuBer von der Niere wird das Glutamin auch yon der grauen 
Nervensubstanz und der Netzhaut gebildet [Krebs’), Weil-Mal- 
herbe?’)|. Man kann sich daher die Frage vorlegen, ob die Saure- 
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amidgruppe des Glutamins, auBer bei der Harnstoffbildung, auch 
bei anderen Reaktionen ithnlich leicht reagiert wie das freie 
Ammoniak selbst oder sogar eine spezifische Reaktionsfahigkeit 
besitzt. Die Beobachtung von Krebs, daB ein Teil des Glutamins 
in der Retina wieder verschwindet (wobei der Amid-N abnimmt, 
ohne daB eine iiquivalente Menge freies Ammoniak auftritt) spricht 
durchaus in diesem Sinne. Demnach wire das Glutamin bei solchen 
Reaktionen als ,,Ammoniakiibertriiger“ aufzufassen, in Anlehnung 
an die bekannten Beispiele der Wasserstoffiibertragung oder 
der ,,Umesterung* der Phosphorsiure (Phosphobrenztraubensaure— 
Adenylpyrophosphorsiure—Hexosediphosphat). 

Eine der auffilligsten Erscheinungen ist die Abhingigkeit 
der Harnstoffsynthese aus NH, von der Gegenwart nicht-stick- 
stoffhaltiger Kérper (hier kurz als ,,Atmungssubstrate“ bezeichnet) 
die schon von Krebs und Henseleit bei der Ratte gefunden 
wurde, beim Meerschweinchen aber noch viel ausgesprochener ist. 
Im Gegensatz dazu steht die Unabhingigkeit des Glutamin- 
umsatzes vom Atmungsubstrat (vgl. Fig. 1, und Tab. 1). 

Das verschiedene Verhalten der Harnstoffbildung aus Ammoniak 
und Glutamin bei Gegenwart verschiedener Atmungssubstrate fihrt 
zunaichst auf eine Untersuchung der energetischen Verhiltnisse. 
Schon L6ffler*°) zeigte (Durchstrémungsversuch), da8 bei Hemmung 
der Atmung mittels Cyanid die Harnstoffsynthese ebenfalls ge- 
hemmt wird. Gewebsschnitte bilden unter anaeroben Bedingungen 
keinen Harnstofi 5). 

Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen ist in der Tat 
die Harnstoffbildung aus Ammoniak und Kohlensiure mit einer 
Zunahme der freien Energie von 5087 cal. pro Molekil Harn- 
stoff verbunden (Berechnung vgl. Versuchsteil), die durch die 
Atmung gedeckt werden mug. Um die Anderung der freien 
Energie bei der Harnstoffsynthese aus Glutamin berechnen zu 
kénnen, sollte man das Gleichgewicht zwischen Ammoniak, 
Glutaminsiure und Glutamin kennen. Die nétigen Daten fehlen. 
H. A. Krebs") hat aber gezeigt, daB die Glutaminsynthese in den 
Geweben nur dann vor sich gehen kann, wenn sie mit energie- 
liefernden Prozessen (Atmung oder Glykolyse) gekoppelt ist. Wir 
miissen daraus schlieBen, daB die Bildung des Glutamins aus 
Ammoniumglutaminat unter physiologischen Bedingungen ebenfalls 
mit einer Zunahme der freien Energie verkniipft ist, deren Zahlen- 
wert wir aber nicht angeben kénnen. Es ist ferner zu beriick- 
sichtigen, daB sehr wahrscheinlich bei der Desamidierung des 
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Glutamins nicht freie Glutaminsiure, sondern e@-Pyrrolidoncarbon- 
siure entsteht [Melville’)]. Dies ist auch theoretisch gut ver- 
stindlich, weil beim p,-Wert unserer Ansiitze das Gleichgewicht 
Pyrrolidoncarbonsiure : Glutaminsiiure ganz auf der Seite des Anhy- 
drids liegt*), so daB bei der fermentativen Hydrolyse der Siureamid- 
gruppe Ringbildung eintritt (Wilson u. Cannan), Es sind Versuche 
zur Entscheidung dieser Frage auf priparativem Wege im Gange. 
Es ergibt sich daraus, daB die Zunahme der freien Energie 
bei der Entstehung des Harnstoffs aus Glutamin und Kohlensiaure 
kleiner sein mu8 als bei der Bildung aus Ammoniak und Kohlen- 
siure unter den gleichen Bedingungen. (Die Voraussetzung, daf 
im ersten Falle e-Pyrrolidoncarbonsiure gebildet wird, ist dabei 
unwesentlich. Einzelheiten vgl. Versuchsteil.) Wenn daher eine 
Reaktionsfolge existiert, die direkt, d.h. ohne intermediire 
Ammoniakbildung vom Saiureamid zum Harnstoff fiihrt, so bedarf 
dieser Weg eines geringern Energieaufwands als die Synthese aus 
Ammoniumbicarbonat und ist méglicherweise noch unter Bedingungen 
gangbar, die der Zelle den Aufbau des Harnstoffs aus Ammoniak 
und Kohlensiure nur noch in beschranktem MaBe gestatten. 
Die Zunahme der freien Energie bei der Harnstoffbildung 
muB letzten Endes durch den Energiegewinn der Atmung ge- 
deckt werden. MiB8t man die Atmung der Leberschnitte (Meer- 
schweinchen im Hunger) in Lactat und Glucose, so findet man sie 
am gréBbten in Lactat, am kleinsten in Glucose (vgl. Fig. 2). Die 
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Fig. 2. 
Atmung von Hungerleber (Meerschweinchen) bei Gegenwart verschiedener Atmungssubstrate 
(Sauerstoffaufnahme in cmm O, pro mg Trockengewicht). Gluk. = 0,6°/, Glucose, 
L = Lactat (0,5°/, Milchsiure), Glut. = Glutaminat (0,5°/, Glutaminsdéure). 














*) Die Reaktionsgeschwindigkeit ist aber nach Wilson und Can- 
nan (a. a. Q.), bei neutraler Reaktion, sogar bei Siedetemperatur, so gering, 
daB praktisch keine Umwandlung stattfindet. 
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Harnstoftbildung aus Ammoniak geht also der Atmung parallel 
(vgl. S. 250), die Bildung aus Glutamin ist davon unabhingig. 
Die Bedeutung dieser Tatsache liBt sich erst dann iibersehen, 
wenn wir den Zusammenhang zwischen Atmung und Harnstoft- 
synthese chemisch formulieren kénnen. Im Hinblick auf die obige 
Diskussion der energetischen Verhidltnisse kénnen wir annehmen, 
daB das Glutamin direkt mit dem harnstoffbildenden System 
reagiert und daB deshalb die reduzierte Atmung in Glucose fiir 
die Bildung aus dem Siureamid noch ausreicht, wiihrend sie 
bei der Synthese aus dem Ammonsalz nicht mehr geniigt, den 
Umsatz auf der normalen Hohe zu erhalten, weil zu dieser Reak- 
tion ein gréBerer Energieaufwand ndétig ist. 

Wenn als Atmungssubstrat Glucose zugegen ist, betriigt die 
Umsatzgeschwindigkeit des Glutamins das 3—6 fache derjenigen 
des Ammoniaks (vgl. z. B. Tab. 9a und 9b); wahrscheinlich wird 
der Unterschied noch bedeutender, wenn man die Diffusions- 
verhiltnisse beriicksichtigt. Setzt man auBer der Glucose noch 
Glutaminséiure zu, so findet man schon bei Konzentrationen von 
etwa 20 mg-°/, eine deutliche Steigerung der Harnstoffbildung, 
die mit wachsender NH,-Konzentration zunimmt (vgl. Tab. 9, 9a, 9b). 
Die Zunahme erreicht nie die GréBe des Glutaminumsatzes unter 
denselben Bedingungen, ist aber gewéhnlich etwas gréBer als der 
Desaminierung der Glutaminsaure entspricht. Da die stickstoff- 
freie a-Ketoglutarsiure, die analog andern a«-Ketosiuren in 
der Leber wahrscheinlich leicht in die Aminosiure iibergeht, 
den Ammoniakumsatz ebenfalls steigert, liegt es nahe, diesen 
zusitzlichen Effekt durch intermediiire Bildung von Glutamin 
zu erkliren. 

a-Pyrrolidoncarbonsiure steigert die Harnstoffbildung aus 
Ammoniak in glucosehaltiger Lésung nur unbedeutend. Es ist 
also sehr unwahrscheinlich, daB die hohe Reaktionsgeschwindig- 
keit des Glutamins unter diesen Bedingungen auf die Wirkung 
eines der méglichen Desamidierungsprodukte zu beziehen ist. 

Es wurde darauf hingewiesen, da8 die Harnstoffbildung aus 
dem Glutamin weitgehend unabhiingig vom Ornithingehalt der 
Ansitze ist (vgl. Tab. 1—3 und Fig. 1). Die Steigerung der Harn- 
stoffbildung ist in der Mehrzahl der Versuche so gering, daB sie 
durch Desaminierung des Ornithins oder durch gesteigerten Um- 
satz von sekundir abgespaltenem Ammoniak erkliirt werden kann. 
In einigen Fallen betrigt die Steigerung beim Ammoniak ein 
Mehrfaches, wiihrend im Parallelversuch mit Glutamin der Ornithin- 
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zusatz ohne jede Wirkung ist (vgl. Tab. 2, Vers. Nr. XVII; Tab. 3, 
Vers. Nr. XX XIII). Es entsteht daraus die Frage, ob iiberhaupt 
das Ornithin fiir die Harnstoffbildung aus Glutamin von Bedeutung 
ist, d. h. ob die Theorie von Krebs und Henseleit?) in allen 
Fallen Giiltigkeit hat. Dieselbe griindet sich im wesentlichen aut 
die ‘'atsache, daB durch Ornithinzusatz die Geschwindigkeit der 
Harnstofisynthese aus Ammoniumsalzen gesteigert wird. Es ist 
wohl sicher, daB diese zusitzliche Harnstoffbildung nach der 
von Krebs und Henseleit entdeckten Reaktionsfolge vor sich 
geht. Die Leberschnitte bilden aber auch ohne Ornithinzusatz 
reichlich Harnstoft; beim Meerschweinchen findet man 6fters iiber- 
haupt keine Steigerung der Harnstoffbildung durch Ornithin. Es 
gibt keinen direkten Beweis dafiir, daf dieser Anteil auf dem- 
selben Weg mit Hilfe von priformiertem Ornithin gebildet wird. 
Auch die geringe Ornithinwirkung auf die Harnstoffbildung aus 
dem Amidstickstoff des Glutamins lift nicht auf seine Beteiligung 
an diesem speziellen Mechanismus schlieBen. 

Die Arginasespaltung ist aber der einzige heute bekannte 
Vorgang, der unter physiologischen Bedingungen in meBbarer 
Menge Harnstoff liefert; deshalb muB vorliufig eine Beteiligung 
der Arginase und damit des Ornithins auch in jenen Fallen 
als méglich angesehen werden, bei denen eine direkte Wirkung 
des Ornithins auf die Harnstoffbildung sich nicht nachweisen 1liBt. 

Das Schema der Harnstofisynthese von Krebs und Henseleit 
gilt zuniichst nur fiir die Synthese aus Ammoniumsalzen. Sofern 
man annimmt, daf aller Aminostickstoff schlieBlich in Ammoniak 
iibergefiihrt wird, stellt es den Hauptweg der Harnstoffbildung 
dar’), Die Tatsache, da& der Glutaminumsatz durch Ornithin 
nicht erhéht wird, trotzdem Schnitte aus demselben Organ das 
Ammoniak bei Gegenwart der Diaminosiiure mit der doppelten 
oder sogar mehrfachen Geschwindigkeit in Harnstoff iiberfiihren, 
weist aber auf die Méglichkeit einer direkten Reaktion des Amid- 
stickstoffs hin, die vom zugesetzten Ornithin unabhingig ist und 
eine ,,Umamidierung“ bewirkt, statt einer Desamidierung mit 
Freiwerden von Ammoniak. Wir haben erwihnt, daB dieser Weg 
energetisch bevorzugt ist. Es ]iBt sich auf Grund der vorliegen- 
den Tatsachen nicht entscheiden, wie weit man die fiir das 
Ammoniak giiltigen Vorstellungen einfach auf eine solche Reaktion 
iibertragen kann. Die gegenwirtige Theorie der Harnstoffbildung 
stellt wahrscheinlich noch nicht die endgiiltige Formulierung aller 
mobglichen Falle dar. 
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Versuchsteil. 


Harnstoffbestimmung manometrisch nach Krebs und Henseleit*). 
Ammoniakbestimmung nach Parnas und Heller’’). 
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Volumen der Versuchsansiitze meist 3 cem. 
Junge Meerschweinchen von 250—350 g; Ratten von 


Tabelle 1. 


Versuche mit Meerschweinchen. 
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| 20,6 
19 | 14,5 
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948 F. Leuthardt, 
Tabelle 2. 
Versuche mit Ratten. 
Glutamin NH,Cl 
Atmungs-|Ornith.- — — | - 
a r > 4 ge, | 
Nr. | Zustand ee, a Dauer oe | " wine 4g 
Amid- | ¢ &, — lo Vv 
mg-"/, NH, NH, | 
XII | Gut er- | Lactat 0 8S8t.] 19 | 19,7) 17 28,9 
nihrt 14,5, 36,4 
13 8 St. | 19 15,5 | 17 41.5 
12,2 | | 46 
’ XIII | Normal | Lactat 0 3St. | 19 13,4 17 28 
50 |3St.] 19 188 17 | 585 
XVII | Normal | Lactat 0 3St. | 19 13,6 17 17,5 
13 | 3St.] 19 141° 17 | 43,8 
XXVI{ Hunger | Lactat 0 3St. | 11,5 15,7 10,0 5,7 | 16 
48 St. 16,0 10, | 16,2 
20 8St. |] 11,5 14,1) 90] 5,7 | 202 
XXVIII} Hunger | Lactat 0 3St. | 11,5 | 12,2} 7,8 5,7 | 18,2 
36 St. 11,9 | 7,6 18,8 
20 3St. | 11,5 | 13,5) 8,6 5,7 | 22,1 
| 15,2 | 9,7 19,8 
Tabelle 3. 
Versuche mit Katzen. 
Glutamin NH,Cl 
Atmungs- | Ornith.- rer a | 
-. , a ge | 
Nr. Zustand re Dauer a, Menge) 
-9 | @ Img-%/,| Q 
Amid- | 8° lo 
mg-°/, NH, | NH, | 
= ancora | a eS 
XXXII} Normal | Glucose 0 3 St. 11,5 | 16,3] 11,3 | 14,0 
20 8 St. 11,5 | 15,7} 11,8 12,8 
Lactat 0 8 St. 11,5 }16,5 | 11,8 | 26,2 
20 83 St. 11,5 17,1 | 11,8 | 41,5 
XXXIII] Normal | Lactat 0 |2St. 30M.} 11,5 171] 11,8) 1,7 
20 |2St. 30M.] 11,5 17,2] 11,8 | 27,6 
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Vergleich der Harnstoffbildung aus Glutamin und Ammoniak. 
Ammoniak stets als Ammonchlorid. Eine Reihe von Versuchen mit Meer- 
schweinchen, Ratte, Katze sind in den Tabellen 1—3 zusammengestellt. 
Q ist der Umsatz wiihrend der ganzen angegebenen Versuchsdauer, aus- 
gedriickt in mg NH, pro g trockenes Gewebe. Zum besseren Vergleich der 
Umsitze von Ammoniak und Glutamin ist in Kolonne 8 unter Q’ der Um- 
satz des Glutamins auf die Ammoniakkonzentration im Parallelversuch um- 
gerechnet. Dazu muB die Konzentrationsabhingigkeit des Glutaminumsatzes 
bekannt sein. Sie wird durch die Kurve Fig. 3 dargestellt. Aus dieser 
Kurve wurde das Verhiiltnis der beiden Ordinaten fiir die fraglichen Kon- 
zentrationen entnommen. 
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Fig. 3. 
Abhangigkeit der Harnstoffbildung aus Glutamin 
von der Glutaminkonzentration. 


Das eigentliche Ma8 fir die Reaktionsgeschwindigkeit ist 
nicht der Gesamtumsatz, sondern die Anfangsgeschwindigkeit der 
Reaktion. Der Gesamtumsatz kann zum exakten Vergleich nur 
dann herangezogen werden, wenn die Zeit-Umsatzkurve bei zwei 
Substraten ungefabr linear verliuft. Das ist beim Glutamin an- 
nihernd der Fall, weil hier wahrend der Versuchsdauer von 
2—3 Stunden gewoéhnlich nur 20—40°/, der zugesetzten Menge 
verbraucht werden. Bei kleinen Ammoniakkonzentrationen ist 
der prozentuelle Umsatz meistens gréfer, und somit fallt die durch- 
schnittliche Reaktionsgeschwindigkeit des Ammoniaks im Verhiltnis 
zu Glutamin etwas zu klein aus. In umgekehrtem Sinne wirkt 
wahrscheinlich die verschiedene Diffusionsgeschwindigkeit des 
Ammoniumions und des Glutamins. Das letztere liegt beim p,, der 
Versuchsansitze als Zwitterion vor: CONH,CH,CH,HCNH,*COO~ 
und muB sich deshalb dhnlich verhalten wie ein Salz. Es wird 
infolge seines héheren Molekulargewichts langsamer in das Gewebe 
eindringen als das Ammoniumion. Wir kénnen jedoch weder das 
Verhiltnis der Diffusionsgeschwindigkeiten noch deren KinfluB auf 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLITI. 18 






















1 Oe RE Rp a: pe 




























950 F. Leuthardt, 


die UmsatzgréBen sicher abschitzen. Kin Anhaltspunkt ergibt sich 
aus der Zeit-Umsatzkurve des Glutamins (Fig. 4). Der zeitliche 
Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit zeigt die Besonderheit, daf 
sie ihren héchsten Wert nicht zu Beginn hat, sondern erst allmahlich 
erreicht. Dieses Verhalten kann durch das langsame Eindringen 
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Fig. 4. 
Zeitlicher Verlauf der Harnstoffbildung aus Ammonchlorid (gestrichelte Kurve) 
und Glutamin (ausgezogene Kurve), Harnstoff bezogen auf 1 mg Trockengewicht 
(bei Gegenwart von Lactat). 


des Glutamins in den Schnitt bedingt sein und wiirde auf einen 
ziemlich kleinen Diffusionskoeffizienten des Glutamins im Gewebe 
hindeuten. 


Ammoniakbildung, Abhangigkeit der Harnstoffbildung von der 
NH,-Konzentration. Zur Ammoniakbestimmung nach Parnas und Heller") 
wurden die Ansiitze sofort nach Herausnehmen der Schnitte in Eis gestellt, 
weil sonst die in Lésung gegangene Glutaminase nachtriglich aus dem 
iiberschiissigen Glutamin NH, abspaltet, dies umsomehr, als beim Stehen 
die Ansiitze durch CO,-Verlust alkalischer werden. Zur Bestimmung der 
Farbtiefe in den neblerisierten Destillaten wurde teilweise das Stufenphoto- 
meter verwendet (3 cm Kiivette, Filter S 43). Bei kleinen Ammoniakmengen 
(1—5 y) ist der direkte Vergleich mit gecigneten Standardlésungen vorzuziehen. 


Die Ammoniakkonzentration wurde bei einem groBen Teil 
der Versuche mit Glutamin bestimmt. Sie liegt meist zwischen 
etwa 0,15—0,5 mg-°/,. Man kénnte annehmen, daB zu Beginn 
durch die Glutaminase rasch eine groBe Menge Ammoniak ab- 
gespalten wird und allmahlich in Harnstoff itibergeht. Die Ammoniak- 
konzentration ist aber wihrend des ganzen Versuchsverlaufs niedrig 
(vgl. Tab. 4). 
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Tabelle 4. 


NH,-Konzentration (mg-/,) in einem Versuchsansatz mit 100 mg-°/, Glutamin. 











“a 30 | 60 | 120 | 180 | 240 Min. 
NH,-Konz.. . 0,26 | 0,37 0,16 0,1 | 0,12 mg-%/, 


Die Hauptschwierigkeit bei der Bestimmung der Harnstoff- 
bildung bei kleinen Ammoniakkonzentrationen liegt darin, daB die 
Schnitte auch ohne Substratzusatz eine nicht exakt reproduzier- 
bare Menge Harnstoff bilden, die von derselben GréBenordnung 
ist wie der zu erwartende Ammoniakumsatz. Bei Gegenwart von 
10 mg-°/, Ornithin macht z. B. der Leerwert schon bei einer NH,- 
Konzentration von 2 mg-°/, etwa 30°/, der gesamten Harnstoff- 
menge aus. Man findet bei dieser Konzentration mit etwa 50 mg 
Gewebe und 2stiindiger Versuchsdauer meistens mehr Harnstoff 
als der zugesetzten Ammoniakmenge entspricht. Zur Extra- 
polation der Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion haben wir die 
einfache logarithmische Formel beniitzt, die sich ergibt, wenn 
man die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der Konzentration 
des unverbrauchten Substrats setzt. Diese Annaherung geniigt 
fiir den vorliegenden Zweck. 

In Tab. 5 sind die Anfangsgeschwindigkeiten fiir verschiedene 
Ammoniakkonzentrationen ausgerechnet und in Fig. 5 sind die 
Werte gegen die Ammoniakkonzentration aufgetragen. Sie liegen 
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Fig. 5. 

Abhangigkeit der Harnstoffbildung aus Ammonchlorid von der NH,-Konzentration. (Abszisse: 

NH,-Konzentration in mg-°/,, Ordinate: Harnstoffbildung, y NH; pro mg Trockengewicht). 
Gleich bezeichnete Punkte entsprechen derselben Versuchsreihe. 
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fiir die kleinen Konzentrationen annihernd auf einer Geraden. 
Mit Hilfe dieser Kurve kann man die bei kleinen NH,-Konzen- 
trationen zu erwartende Harnstoffmenge abschatzen. Wir haben 
auBer beim Glutamin die Ammoniakabspaltung auch bei einigen 
Aminosiiuren bestimmt. Die zu erwartenden und die tatsichlich 
gebildeten Harnstoffmengen (als Ammoniak berechnet) sind in 
Tab. 6 zusammengestellt. In Fig. 6 ist das Ergebnis einer Anzahl 


Tabelle 5. 


Abhingigkeit der Harnstoffbildung aus Ammoniak 
von der Konzentration des Ammoniaks. 


Leerwert ohne Substrat: 19,8 y Harnstoff-NH, mit 9,1 mg Gewebe 
(Trockengewicht) in 3 eem Ansatz. 





NH,-Konzentration (mg-°/,) . 2 | 3 4/5] 8 11% 3”) 
Schnittgewicht (mg)... . 85 | 80 84 | 7,3 | 82 |15,8 | 5,2 
Versuchsdauer (Min.) . . . | 120 | 120 | 120 | 120 | 120 | 165 90 
Gesamtmenge Harnstoff . . 62 | 84 | 110 | 114 | 177 | 144 | 71 
(als y NHs) | | 
Davon aus NH, entstanden | 43,7 67,3 91,7 | 98 | 160 | 114 | 65 
(als y NH,) | 
ke10?***), 2. ...... 7 7,7) 86! 86) 7,2 | 6,78 ]0,58 | 7,0 
Anfangsgeschwindigkeit. . | 46) 7,4 9,8 | 108 | 16 13,0 | 105 
(y NH, pro Stunde und | 
mg Trockengewicht) 














*) Volumen des Ansatzes 45 cem. 
**) Ohne Ornithin. 
+4) Ip = 2,3 100 


GG log 100 — p , wobei ¢ = Versuchsdauer (in Stunden), 


G = Schnittgewicht, 
p = verschwundenes NH, in °/, 
der Gesamtmenge. 


Tabelle 6. 


Vergleich der tatsichlich gebildeten und der auf Grund 
der NH,-Konzentration zu erwartenden Harnstoffmengen. 


Volumen der Ansiitze 3cem. Versuchsdauer 2 Std. Leerwert etwa 37 NH, 
pro mg Gewebe (Trockengewicht). Substratkonzentration 6,6 Millimol/ Liter. 

















OS no 4 kw oH oe . . |Glutamin]| Asparagin] Alanin | Leucin 
Gesamtumsatz. ....... 26 13 16,4 5 
NH,-Konz. im Ansatz (mg-?/,) 0,28 0,1 0,1 ca. 0,05 


Auf Grund der NH,-Konz. zu 
erwartende Harnstoffmenge 
(y NH, pro mg Gewebe) nach 

Tab. 5 berechnet 


1,3 0,5 0,5 0,2 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung aus Glutamin. 253 


Versuche mit Glutamin graphisch dargestellt. Es lift sich kein 
Zusammenhang zwischen der NH,-Konzentration in den Ansiitzen 
und der gebildeten Harnstoffmenge erkennen. 
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NH,-Konzentration und Harnstoffbildung po Sian n. unten: NH;-Konzentration in 
den glutaminhaltigen Ansitzen (mg-°/,); n. oben: Harnstoff-NH, pro mg Trockengewicht 
(Schnittgewichte zwischen 7 und 15 mg in 8 ccm). 

Die tatsichlich aus dem Glutamin entstehende Harnstoff- 
menge ist 10—20mal gréBer als der NH,-Konzentration im 
Ansatz entspricht. Die Konzentration einer Substanz in der 
Lésung kann aber nicht ohne weiteres derjenigen im Schnitt 
gleichgesetzt werden. Erst wenn sich erweist, daf im Gewebe 
die NH,-Konzentration zu klein ist, um den tatetichlichen Umsatz 
des Glutamins zu erkliren, spricht dios fiir den direkten Ubergang 
des Amidstickstoffs in den Harnstoff. 

Wenn trotz der Diskrepanz zwischen Glutaminumsatz und 
NH,-Konzentration die Bildung des Harnstofis aus Glutamin tiber 
das freie Ammoniak geht, mu8 entweder die NH,-Konzentration 
im Schnitt viel héher sein als in der Lésung oder die in Fig. 5 
wiedergegebene Konzentrationsabhingigkeit der Harnstoffbildung 
ist falsch oder beide Faktoren wirken zusammen. 

Die hier auftretenden Diffusionsprobleme lassen sich rechne- 
risch behandeln. Ich werde an anderer Stelle dariiber berichten. 
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254 F. Leuthardt, 


Es lat sich mit einiger Sicherheit voraussagen, daB eine An- 
hiufung von Ammoniak (das durch die Wirkung der Glutaminase 
entsteht) im Schnitt nicht stattfindet, weil die Diffusionsgeschwin- 
digkeit des Glutamins wahrscheinlich kleiner und die Geschwin- 
digkeit der Glutaminase-Spaltung sicher nicht gréBer ist als die 
Geschwindigkeit der Harnstoffsynthesen aus Ammoniak. Wahr- 
scheinlich entstammt der gréBere Teil des Ammoniaks in den 
glutaminhaltigen Ansiitzen nicht dem Schnitt, sondern entsteht 
durch die Wirkung von geléster Glutaminase. 

Uber den HinfluB der Schnittdicke auf die Messung der 
Reaktionsgeschwindigkeit laBt sich in quantitativer Hinsicht nichts 
aussagen, weil die Diffusionskonstanten des NH,*-Ions und des 
Glutamins im Lebergewebe unbekannt sind. Die Abhingigkeit 
des Umsatzes von der Schnittdicke liBt sich auch experimentell 
nicht exakt bestimmen. Die Herstellung annihernd planparalleler 
Schnitte bis zu geniigend geringer Dicke ist schwierig. Bei diinnen 
Schnitten zerfallt wihrend des Schiittelns das Parenchym, was 
zu geringe Schnittgewichte und zu hohe Umsatzquotienten ergibt. 
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Abhingigkeit des Ammoniakumsatzes (¥Y NH, pro mg Trockengewicht) von der Schnittdicke. 
An den Kurven angeschrieben: NH,-Konzentration (mg-*/,). 


In Fig.7 sind einige Versuche zusammengestellt. Im ganzen zeigt 
sich eine von der Ammoniakkonzentration ziemlich unabhingige 
Abnahme des Umsatzes mit wachsender Schnittdicke. Ahnliches 
findet man beim Glutamin. Daraus folgt, daB die tatsichliche 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung aus Glutamin. 955 


Reaktionsgeschwindigkeit bei der betreffenden Substratkonzentration 
wahrscheinlich gréBer ist als aus dem Umsatz unmittelbar hervorgeht. 
Fiir eine exakte Interpretation sind die Versuche aber zu ungenau. 

Die Rechnung ergibt, daB die Diffusionskonstante des Ammo- 
niumions etwa 25—100mal kleiner sein muB als diejenige des 
Sauerstoffs, wenn die tatsichliche Reaktionsgeschwindigkeit bei 
einer Schnittdicke von 0,3—0,4 mm 10mal gré8er sein soll als die 
aus dem Gesamtumsatz bestimmte. Weil das Ammonium als Jon 
vorliegt, der Sauerstoff aber als ungeladenes Teilchen, laBt sich 
iiber das Verhialtnis ihrer Diffusionsfahigkeit im Gewebe nichts 
voraussagen. Experimentelle Untersuchungen fehlen. Wir miissen 
daher die Frage offenlassen, wie weit die in Fig. 5 dargestellte 
Konzentrationsabhingigkeit die tatsichlichen Verhiltnisse wieder- 
gibt und aus diesem Grund 1abt sich z. Zt. der direkte Beweis 
nicht erbringen, daB der Weg vom Glutamin zum Harnstoff nicht 
iiber das freie Ammoniak fihrt. 


Harnstoffbildung aus Asparagin. Versuche mit Asparagin vel. 
Tab. 7. Die Harnstoffbildung ist von derselben GréBenordnung 
wie beim Glutamin. Es fallt auf, daB meist eine deutliche Ab- 
hingigkeit der Harnstoffbildung vom Atmungssubstrat vorhanden 
ist. Der Grund liegt im gréBeren Ammoniakgehalt der Ansitze; 
in Vers. XIX 1,5 mg-°/,, d. h. die 3—6fache Menge wie beim 
Glutamin. In Ansitzen mit kleinem Gehalt an Ammoniak ist 
die gesamte Harnstoffbildung kleiner (vgl. Tab. 6). Auch die 
stirkere Ornithinwirkung in einzelnen Versuchen ist durch den 
héheren NH,-Gehalt der Ansitze bedingt. DaB aus dem Asparagin 
in der Regel mehr Ammoniak abgespalten wird als aus dem Gluta- 
min, liegt wahrscheinlich an der andersartigen p,-Abhingigkeit 
der Asparaginase. Wahrend die Glutaminasewirkung bei p,, 7,4 
sehr gering ist und erst bei alkalischen Werten stark ansteigt, 
erreicht die Asparaginase bei diesem p,, schon 50°/, ihrer maxi- 
malen Wirksamkeit (unveréffentlichte Versuche). Fiir die ver- 
schieden starke Ammoniakabspaltung in den einzelnen Versuchen 
kénnen wir keine Erklirung geben. Entweder ist der Asparaginase- 
gehalt des Gewebes verschieden oder je nach dem Zustand der 
Schnitte geht mehr oder weniger Lyoferment in Lésung. 


Einflu8 des Atmungssubstrats. Tab. 8—10 zeigen die Ab- 
hingigkeit der Harnstoffbildung in der Leber des hungernden 
Meerschweinchens vom Substrat der Zellatmung unter verschie- 
denen Bedingungen. Es fillt vor allem auf, daB die Harnstoff- 
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956 F. Leuthardt, 


bildung in Glucose mit wachsender Ammoniakkonzentration ab- 
nimmt. Der Umsatz ist bei 17 mg-°/, und 8,5 mg-°/, NH, trotz 


Tabelle 7. 


Harnstoffbildung aus Asparagin, verglichen mit Glutamin und NH. 




















Nr. Tier-| Atmungs- | Asparagin | Glutamin —— on 
art | substrat aaa arta, 
~ O - | O — O 
XIII R Lactat 16,3 | 20,3 | 13,4 13,8 | 28 | 53,3 | 2 St. 30 M. 
XVI | M | Glucose | 9,6/133| — | — | 4,2] 5,1 3 St. 
Lactat 15,7 | 25,1 |] — | — 20 | 28 
XVII | R | Lactat | 13,6/15,1 | 13,5 14,1 | 17,2] 48,8 3 St. 
XIX | M | Glucose | 9,0/ 18,3 | 26,8 34,6 | 38,7] 4,9 3 St. 
Lactat | 14,4/ 16,5 | 25,4 30,83 | 22,4 | 41,3 





XXXIV| M | Lactat 8,6 | 11,2 15,5 14,2 | 16,9| 24,6 | 2 St. 50 M. 























M = Meerschweinchen, R = Ratte, O = Ornithinzusatz. 


Zusitze: 
Nr. XIII: 17mg-°/, Amid-NH, 19mg-°/, NH, 25mg-°/, Ornithin 
XVI: 17mg-/, 19 mg-/, 13 mg-°/, 


XVII: Ebenso 
XIX: Ebenso 
XXXIV: 11mg-%/, 11 mg-°/, 20 mg-*/, 


Tabelle 8. 
Vergleich der Harnstoffbildung bei Gegenwart von Glucose, Lactat 
und Pyruviat. Ammoniakkonzentration 5,7 mg-°/,. Konz. der Atmungs- 
substrate 170 mg-°/,. Dauer 2 Std. 40 Min. Meerschweinchen (Hunger). 


























i Glucose | Lactat Pyruviat 
aaa | 3,7 | 26,2 | 34,7 
Tabelle 9. 


Vergleich der Harnstoffbildung bei Gegenwart von Glucose, Lactat 
und Glutaminat bei verschiedener NH,-Konzentration. Uberall 10 mg-°/, 
Ornithin. Meerschweinchen (Hunger). 











Substrat. . | Glucose 200 mg-°/, Lactat 170 mg-°/, “i. 
0 











mg-%/, NH, | 17 | 85 | 5,7 | 2,8] 17 | 8,5 | 5,7/ 28] 17 | 8,5 | 5,7 




















xxi | — | 38] 42/41] — | 27,5 |21,9 |12,8 | — 


XXI [39] — | 84|— | 922|— |1295 
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Tabelle 9a. 


Zusitzliche Harnstoffbildung aus NH, bei Gegenwart verschiedener Derivate 
der Glutaminsaéure. Meerschweinchen (24 Std. Hunger). Volumen der Ansiitze 
3eccm. NH,-Konzentration 8,5 mg-°/,. Glucose 200 mg-°/,. Versuchsdauer 
2Std. Harnstoffbildung der Schnitte ohne Substrat etwa 1—2 y/mg Tr.-Gew. 




















pineal ae 

Chane Zusatz:  @lucose ee a a a 4,16 
ee ee 22,9 

1 mg Pyrrolidoncarbonsiiure (mit Glucose)... ... . 5,35 

1 mg a-Ketoglutarsiiure (mit Glucose). ........ 9,3 

1 mg Glutaminsiiure (mit Glucose) .......... 11,8 

38mg Glutamin (11,7 mg-°/, Amid-NH,) ohne NH, . . . 17,5 


Tabelle 9b. 
Zusitzliche Harnstoffbildung bei Gegenwart von Glutaminsiiure unter ver- 
schiedenen Bedingungen. Meerschweinchen (24 Std. Hunger). Volumen der 
Ansiitze 3cem. Konzentration der Glucose 200 mg-°/,. Versuchsdauer 2 Std. 


























Ornithin 
ohne mit 
a er a ae ae — | %% 
11,3 mg-°/, } 2mg Glutaminsiure in Glucose . . 14,3 | 16,3 
NH, 2mg Glutaminsiure ohne Glucose . 11,4 | 14,1 
120 mg-*/, Lactat.......2e-. 34,7 33,4 
iH, { 2 mg Glutaminsiure in Glucose . . 7,1 | 6,8 
Ohne NH | UR I oe ee 19, 7 | 20,4 


NB. Steigerung der Harnstoffbildung durch Glutaminsiiure (9,1) ist gréBer 
als Harnstoffbildung aus Glutaminsiure (mach Abzug des Leer- 
wertes etwa 5,0). 


Tabelle 10. 


Abhingigkeit der Harnstoffbildung von der Lactatkonzentration. 
Meerschweinchen (Hunger). NH,-Konzentration 8,5 mg-°/). 





mg- °/, Lactat . / | 180 : 80 | 40 | 20 | 10 , 
| 7 


| 0 
| | | 
Harnstoff. .. | 25,2 | 244 | 163 | 12,6 | 9,1 | 


5,7 


der hdheren Substratkonzentration kleiner als bei 5,7 mg-°/, 
(Tab. 9, Versuch XXI und XXII). Die Abnahme tritt deutlicher 
hervor, wenn man die Werte auf die Einheit der Ammoniak- 
konzentration bezieht. Man erhalt nach abnehmender NH,-Kon- 
zentration geordnet die Zahlen 0,4, 0,75 und 1,5 7 Harnstoff-NH,. 
Eine ahnliche Abnahme der Harnstoffbildung mit abnehmender 
NH,-Konzentration findet man auch in der normalen Leber mit 
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Lactat, aber erst bei héheren Konzentrationen. [Bei Gegenwart 
von Ornithin etwa bei 25 mg-°/, NH,; Krebs und Henseleit?),] 
Die Ursache dieser Hemmung der Harnstoffsynthese durch das 
Ammoniak ist unbekannt. Es kann sich um eine allgemeine 
Schidigung der Zelle durch NH, handeln, die beim Fehlen eines 
geeigneten Atmungssubstrats (Lactat oder Pyruviat) schon bei 
kleinem Gehalt der Lésung an Ammoniumsalzen eintritt; fiir diese 
Méglichkeit spricht die Erniedrigung der Atmung in Glucose bei 
Gegenwart von Ammoniumchlorid [vgl. auch N. L. Edson’9)]. 
Oder das Ammoniak beeinfluBt irgendeinen mit der Harnstoff- 
synthese gekoppelten Vorgang in spezifischer Weise. 

Tab. 1 zeigt, daB die Harnstoffbildung aus Glutamin vom 
Atmungssubstrat ganz unabhingig ist. Im Hinblick auf die eben 
erérterten Tatsachen stellt sich die Frage, ob dies nicht einfach 
auf Wegfall der geschilderten Hemmung durch Ammonsalze 
beruht. Man kann zeigen, daB dies nicht zutrifft. Setzt man 
nimlich dem glutaminhaltigen Ansatz noch Ammoniak zu, so wird 
der Glutaminumsatz nicht oder nyr wenig verkleinert. Die Bilanz 
in Tab. 11 zeigt, daB Glutamin auch bei Gegenwart von Ammoniak 
mit unveranderter Geschwindigkeit umgesetzt werden kann. Da 
im Verlauf der Reaktion Glutaminsiure entsteht, die die Harn- 
stofibildung aus NH, erhéht, kann der Anteil des Ammoniaks 
an der Harnstoffbildung nicht einfach einem Parallelversuch ohne 
Glutamin entnommen werden. Das umgesetzte Glutamin ist als 
Differenz zwischen entstandenem Harnstoff und verschwundenem 
Ammoniak berechnet, d.h. unter der Voraussetzung, daf alles 
Ammoniak in Harnstoff iibergegangen ist. 


Tabelle 11. 


Harnstoff bildung aus Glutamin bei Gegenwart von Ammonchlorid. Meer- 
schweinchen (Hunger). 200 mg-°/, Glucose. Versuchsdauer 2 Std. Alle 
Angaben in mg NH. 




















NH,-Konzentration (mg-°/)). . . 5 5 | 5 5 10 
Schnittgewicht (mg) ...... 26 81 | 9,6 8,5 6,2 
NH, am Anfang ....... 0,51 | 0,76 | 0,17 | 0,17 0,33 
NH, am SchluB........ 0,42 0,47 0,06 0,127 | 0,292 
NH, verschwunden ...... 0,09 0,29 | 0,11 | 0,043 | 0,038 
Harnstoff (gef.) ........ 0,557 | 0,552 0,214 | 0,153 | 0,10 
Harnstoff aus Glutamin (ber.). . | 0,467 | 0,26 | 0,104 | 0,110 | 0,062 
Harnstoff aus Glutamin . . . . | 0,400 0,31 | 0,153 | 0,124 | 0,103 
(im Parallversuch) 
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lebern. Die Tiere hatten 24—72 Stunden gehungert. Fig. 2 zeigt den Ver- 
lauf der Sauerstoffaufnahme (Warburg- Manometer). 


Anderung der freien Energie bei der Harnstoffsynthese. In den 
Ansitzen, die Ammonchlorid und Natriumbicarbonat enthalten 
und mit einer CO,-haltigen Gasphase im Gleichgewicht stehen 
(Py 7,4—7,6), verlauft die Harnstoffsynthese nach der Gleichung 


2NH,* + 2HCO, — = CO(NH,), + CO, = 3H,0 


Man kann diese Reaktionsgleichung in die folgenden Teil- 
vorginge zerlegen, fiir welche die Anderung der freien Energie be- 
kannt ist!*), Symbole: (g) gasférmig, (0) fliissig, (ag) gelist, (s) fest. 


CO, (g) + 2NH,(g) = CO(NH,), (s) + H,0 (9) AF=+ 290 cal 


CO(NH,), (s) = CO(NH,), (aq) AF =-— 1560 
H,0 (g) = H,O () AF =— 2053 
2Ht+ +2HCO,— = 2CO, (ag) + 2H,0 ()) AF = —17620 
2CO, (aq) = 2CO, (g) 4F=— 4020 
20H~+2NH,+ = 2NH;, (aq) + 2H,0 (I) AF = —12940 
2 NH, (aq) = 2NH,; (y) AF=+ 4780 
2H,0 () = 20H7 + 2Ht _ AF =+88210 





2HCO,— + 2NH,* = CO(NH,), (aq) + CO, (g) + 3H,0() AP =+ 5087 cal 





Der nach dieser Gleichung zu erwartende Druckanstieg beim 
Schiitteln der Schnitte in bicarbonathaltiger Lésung laBt sich nur 
zu Beginn des Versuchs nachweisen. Spiter wird er durch die 
oxydative Desaminierung der durch autolytischen Zerfall des 
Gewebes entstehenden Aminosiuren iiberkompensiert. 

Fiir die Berechnung von 4 bei der Bildung des Glutamins 
aus Ammoniumsalz und Glutaminsiure fehlen die nétigen thermo- 
dynamischen Daten, insbesondere die Kenntnis des Gleichgewichts 
zwischen Ammoniak, Glutaminséure und Glutamin (in Lésung). 
Aus der Beobachtung von Krebs, daB die Glutaminsynthese in 
den Geweben nur bei Koppelung mit energieliefernden Prozessen 
méglich ist, mu8 man schlieBen, daf dieser Vorgang mit einer 
Zunahme der freien Energie verkniipft ist. Bei der chemischen 
Ahnlichkeit dieses Vorgangs mit der Harnstoffbildung ist dies 
verstiindlich. Wir formulieren die Harnstoffbildung aus Glutamin 
und Kohlensiure vorliufig in folgender Weise: 


CH,—CONH CH,—CO. 
a) 2 + 2HCO,-= CO(NH,), + 2 DNH + CO, +3H,0 
(CH,—CHNH,*+ CH,—CH 


| | 
COO- COO- 





Atmung in verschiedenen Substraten. Schnitte aus Meerschweinchen- 
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Die Reaktion laBt sich in die folgenden Teilvorginge zerlegen, 
fir die die Anderung der freien Energie dem Vorzeichen nach 
bekannt ist (Gl. = Glutaminsiure, Py. = a-Pyrrolidoncarbonsiure 
in der oben angeschriebenen Ionenform). 


b) 2NH,*+ + 2HCO,— = CO(NH,), + CO,+3H,O 4F = + 5087 cal 


ce) 2G. = 2Py. + 2H,O —AF > 2500 cal 
d) 2Glutamin + 2H,O = 2GI. + 2NH,* AF = neg. 


Die Anderung der freien Energie fiir c) liBt sich aus dem 
Gleichgewicht Pyrrolidoncarbonsiure : Glutaminsiiure bestimmen 
(Wilson und Cannan)"4). Die angegebene Zahl stellt eine untere 
Grenze dar. Addition von b), c) und d) gibt fiir a), d.h. die 
Harnstoffbildung aus Glutamin und Kohlensiure 4 F < + 2500 cal. 
Die Zunahme der freien Energie ist also fiir diese Reaktion 
sicher kleiner als fiir die Bildung des Harnstoffs aus Ammoniak 
und Kohlensiure. 





Den Herren Prof. P. Karrer und H. Pallmann méchte ich auch an 
dieser Stelle fiir die Uberlassung von Substanzen bestens danken. 
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Zur Kenntnis der Stairkeabbauprodukte einer «-Amylase. 
Von 


Jakob Blom, Ben Braae und Agnete Bak. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Laboratorium der Brauerei Tuborg in Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1938.) 


Bekanntlich gelang es Ohlsson’) klar und eindeutig zu 
zeigen, daB Malz zwei Enzyme, die Stirke direkt anzugreifen ver- 
mégen, enthalt. Das eine Enzym wurde von ihm Saccharogen- 
amylase genannt, da Maltose schon von Anfang an das domi- 
nierende, reduzierende Spaltprodukt der Stiirke ist. Die Sac- 
charogenamylase ist eine f-Amylase im Simne Kuhns. Beim 
Grenzabbau der Stirke durch f-Amylase zu 60°/, sind nach 
Hanes ”) die reduzierenden Spaltprodukte vollstindig durch Monilia 
tropicalis vergiirbar. Auch wahrend des Angriffs der f-Amylase 
auf Starke werden reduzierende Dextrine nicht gebildet, da simt- 
liche reduzierende Verbindungen vergirbar sind. Nach Freeman 
und Hopkins’) bestehen die reduzierenden, durch (-Amylase 
gebildeten Spaltprodukte der Stiirke ausschlieBlich aus Maltose. 
Die Maltose wurde durch Bestimmung der spezifischen Drehung, 
des Reduktionsvermégens sowie der Girungsgeschwindigkeit mit 
Hefe nach Hopkins und Roberts‘) identifiziert. Eigene Ver- 
suche 5) bestiitigen die soeben beschriebenen. Beim Grenzabbau 
der Stirke durch f-Amylase zu 53 bzw. 60°/, sind die gebildeten 
Zucker durch Brauereihefe vollstiindig vergiirbar. Nach Tren- 
nung durch Alkohol (80 °/,) enthilt die Liésung simtliche redu- 
zierenden Abbauprodukte, welche nach polarimetrischen, redukto- 
metrischen und enzymatischen Untersuchungen ausschlieBlich aus 
Maltose bestehen. Reduzierende Dextrine werden wihrend der 
enzymatischen Starkespaltung nicht gebildet; nach Unterbrechung 
einer Stirkehydrolyse bei 32,6°/, enthielt die alkoholische Lésung 
nach polarimetrischen 30,9, nach reduktometrischen Bestimmungen 
30,8 °/, Maltose. 
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Das zweite Enzym des Malzes wurde von Ohlsson’) Dex- 
trinogenamylase genannt, da unter den Reaktionsprodukten 
des Stiirkeabbaus anfangs Dextrine dominieren. Bei fortgesetzter 
Kinwirkung wird Maltose in gréBeren Mengen gebildet. Die Dex- 
trinogenamylase ist eine a-Amylase im Sinne Kuhns. Nach 
Garung einer durch e«-Malzamylase zu 42,6°/, abgebauten Starke 
mit M. tropicalis bleiben nach Hanes*) 12°/, des Reduktions- 
vermégens zuriick. In einem Abbauversuch der Starke mit 
a-Malzamylase (25,6 °/,) konnten Freeman und Hopkins’) unter 
den Spaltprodukten Maltose als Osazon nachweisen; nach einem 
Garungsversuch nach Hopkins und Roberts‘) waren héchstens 
12°/, der urspriinglichen Starke als Maltose vorhanden. In einer 
soeben erschienenen Abhandlung: ,,he hydrolysis of potato starch 
paste by malt amylase at different temperatures“ beschreiben 
Baker und Hulton) einen Stairkeabbauversuch mit Malzamylase, 
der bei 74° ausgefiihrt wurde. Bei dieser Temperatur wird 
f-Amylase momentan zerstért, so da die Stirkespaltung nur 
der Wirkung der a-Amylase zuzuschreiben ist. Bei einer Spal- 
tung von 35,3 °/, (Bestimmung mit Fehlingscher Lésung) betrug 
der vergirbare Anteil 14,8°/, der Trockensubstanz. Die Girung 
wurde mit einer Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae bei 27° 
durchgefiihrt und dauerte 3—4 Wochen. 

Wahrend unsere Kenntnis von den Spaltprodukten der Stirke 
durch £-Amylase als geklirt betrachtet werden darf, ist, wie wir 
sehen, unsere Kenntnis der Angrifisweise der «-Amylase sehr 
begrenzt. Wir stellten uns daher die Aufgabe, die Reaktions- 
produkte einer @-Amylase niher zu untersuchen und haben fir 
diese Untersuchungen Superclastase, ein sehr kriftiges, nur 
a-Amylase enthaltendes Bakterientrockenpriparat des Handels, 
gewihlt. Diese Amylase hat Eigenschaften, die denen der «-Malz- 
amylase sehr &hnlich sind. Wie aus einer Zusammenstellung 
von Versuchen von Klinkenberg, Hanes, Holmbergh, Blom, 
Bak und Braae durch Hanes’) deutlich zu ersehen ist, ver- 
lauft der Stirkeabbau durch e-Amylasen aus Malz und Bakterien 
vollkommen parallel. a-Malzamylase wie Superclastase zeigen 
beim Stirkeabbau keine bestimmten Abbaugrenzen, es beginnt 
bei 33—36 °/, eine starke Hemmung, bei etwa 40°/, wird der 
Abbau weiter verlangsamt” 5). In einer friiheren Arbeit*®) haben 
wir das Verzuckerungsvermigen (Sf), das Verfiiissigungsvermégen (V) 
sowie das Vermégen die mit Jod farbgebenden Bindungen der 
Stiirke zu lésen (J) fiir verschiedene Amylasen bestimmt. Wie 
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aus der folgenden Zusammenstellung hervorgeht, stimmen die auf- 
gezihlten Quotienten fiir a@-Malzamylase und Superclastase so 
gut iiberein, da8B man auf eine nahe Verwandtschaft dieser Amy- 
lasen schlieBen darf. 


Sf) V Sf/J V/J 
a-Malzamylase ..... 0,00322 0,360 112 
Superclastase. ..... 0,00367 0,382 102 


Kine quantitative Trennung der Spaltprodukte der 
Stirke durch w-Amylasen durch Alkoholfillung — wie die Tren- 
nung von Maltose und Dextrin bei #-Amylasen — ist aufer- 
ordentlich schwierig, wenn nicht unmdglich, da die verschiedenen 
Spaltprodukte zu geringe Unterschiede in der Léslichkeit in 
Alkohol verschiedener Konzentrationen zeigen. Durch Girung 
14Bt sich dagegen eine Differenzierung in vergirbare und unver- 
girbare Verbindungen durchfiihren, und unter der Voraussetzung, 
daB der angewandte Organismus weder stiirke- noch dextrin- 
angreifende Enzyme ausscheidet, gibt eine Garung ein Bild der 
bei der Stirkespaltung entstandenen Produkte. Gewdéhnliche 
Brauerei- und Backereihefe haben die gewiinschten Kigenschaften ; 
Maltose wird schnell vergoren, Dextrine dagegen nicht oder nur 
iuBerst langsam angegriffen. Da die angewandten Hefen sich 
schnell absetzen, sind die Girungen entweder unter Schiitteln in 
verschlossenen Kolben oder unter mechanischem Umriihren oder 
Durchleiten von Kohlensiure in offenen Glisern vorgenommen. 
Die meisten Garungsversuche sind bei p,, = 4,6 ausgefiihrt. Um 
eine Entwicklung von Organismen, die stirke- oder dextrin- 
spaltende Enzyme produzieren, zu verhindern, ist in einigen Ver- 
suchen die Aciditét auf p,, = 3,6 erhéht. Bei 33° und p,, = 3,6 
wird Maltose (in geschlossenen Kolben unter Schiitteln oder in 
offenem Kolben unter Durchleitung von CO,) von Brauereiunter- 
hefe innerhalb 18 Stunden vollstindig vergoren: 

Ansatz: 100,0 cem enthalten 1,004 g Maltose (Pfannstieh]) 
5,0 ,, 1m CH,COOH 
25,0 ,, einer Suspension von Brauereiunterhefe. 

Berechnung. Der Grad des Stiirkeabbaus ist in Prozent 
der bei quantitativem Abbau zu Maltose stéchiometrisch berechen- 
baren Ausbeute an Maltose angegeben und zwar ohne Riicksicht 
darauf, ob beim Abbau nur Maltose, oder nur Dextrine oder 
Gemische von beiden entstehen. Aus 1,000 g Stirke entstehen 
bei quantitativer Hydrolyse 1,056 g Maltose. Prozent der theo- 
retisch méglichen Menge Maltose verkiirzen wir zu Prozent T. M. 
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und deuten durch Anhingen des Buchstabens W. bzw. B. an, daB 
die Bestimmung nach Willstatter-Schudels bzw. Bertrands 
Methode ausgefiihrt ist. Die jodometrische Methode ist genauer 
als die reduktometrische Methode, erstere ist aber unanwendbar 
bei Anwesenheit von Verbindungen, z. B. Alkohol, in denen Jod 
substituierend in das Molekiil eintreten kann. Da bei der Garung 
Alkohol entsteht, sind die vergirbaren Zucker aus der Differenz 
des Reduktionsvermégens nach Bertrand vor und nach der 
Garung berechnet. Vergirbare Zucker = °/, T.M.B,. — °/, T.M.B,. 
= wirkliche Maltose. Da die Bestimmung nach Bertrand zu 
niedrige Resultate liefert, ist der genaue Abbaugrad der Stirke 
nach Willstatter-Schudel bestimmt (°/, T.M. W.). Alle Resultate 
des Stirkeabbaus und der Girungsversuche sind auf °/, T.M. der 
angewandten Stirke umgerechnet und daher kommensurable 
GréBen. In allen Fallen sind parallel laufende Blindversuche 
durchgefiihrt und deren Reduktionsvermégen in Rechnung getragen. 


Besprechung der Resultate. 


Die Versuche in Tab. I, Il, [1], [V wurden im Sommer 1936, 
die Versuche in Tab.V im Sommer 1937 durchgefiihrt. Wie aus 
Tab. I hervorgeht, ist unter den angewandten Bedingungen die 
Garung bei p,, = 3,6 nach 48 Stunden, bei p, = 4,6 schon nach 
20 Stunden beendet. Da die Restreduktion konstant bleibt, findet 
eine Vergirung von Dextrinen nicht oder nur fuBerst langsam 
statt. Der Vergirungsgrad fndert sich auch nicht bei Zusatz von 
Maltose (Tab. II); die Restreduktion ist nimlich nach 24stiindiger 
Girung unabhingig von der zugesetzten Maltosemenge (62°/, des 
beim Stirkeabbau gebildeten, vergirbaren Anteils). Da unsere 
Versuche sich iiber Monate erstrecken und wir weder die an- 
gewandte Hefemenge noch deren Girkraft bestimmt haben, sind 
die Girungsbedingungen sehr verschieden gewesen. Wir haben 
aber stets dafiir gesorgt, da8 im Hauptversuch und in dem damit 
parallel laufenden Blindversuch genau die gleiche Hefemenge 
angewandt wurde; trotz der sehr verschiedenen Versuchsanordnungen 
und Girungsbedingungen erreichten wir, wie ein Vergleich simt- 
licher Versuchsreihen zeigt, stets gut iibereinstimmende Resultate 
(Tab. I—V). 

Durch Bestimmung des optischen Drehungsvermégens vor 
und nach der Giarung suchten wir den vergirbaren Zucker zu 
identifizieren (Tab. V). Berechnet man die bei der Girung statt- 
gefundene Abnahme des Reduktionsvermégens und des Drehungs- 
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vermiégens als Maltose, dann stimmen die erhaltenen Resultate 
so gut iiberein, daB man behaupten darf, daB der vergirbare 
Zucker Maltose ist. Die aus der Abnahme des Reduktions- 
vermégens berechneten Werte sind fast ohne Ausnahme kleiner 
als die aus der Abnahme des Drehungsvermégens berechneten. 
Dieser Unterschied vermindert sich mit steigendem Abbau der 
Stiirke und ist nach unserer Ansicht in einer Adsorption von 
héher molekularen Dextrinen an Hefe zu erkliren. Da die héher 
molekularen Dextrine ein starkes Drehungsvermégen, aber ein 
schwaches Reduktionsvermégen zeigen, gibt eine Adsorption an 
Hefe einen griéBeren Ausschlag in den polarimetrisch als in den 
reduktometrisch bestimmten Werten. Wire beim Stirkeabbau durch 
a¢-Amylase Glucose gebildet und vergoren, miiBten die Verhiiltnisse 


Tabelle LI. 


Girungsdauer. 


Stirkeabbau: 2,00°/, Kartoffelstiirke, Acetatpuffer, p;; = 5,8, 25,0°, 
15 Minuten gekocht. 39,0°/, T.M.W., 37,2 °/) T.M.B,. 

Girung: HCl, py = 3,6, Brauereihefe, 33°, offenes Glas, Durch- 
leitung von CQ,. . 

















a Versuch A Versuch B 
Le TB, | fi TMB, 
24% 22,6 22,3 
48% 20,9 21,0 
66" 20,7 
Zusammenfassung : 
0! Seheinh: 
1, T.M.W. °, TMB, °/, TMB, °/, Maltose / a 
39,0 37,2 21,0 16,2 22,8 


Stirkeabbau: 2,00 °/, Kartoffelstirke, Acetatpuffer, py = 5,8, 25,0° 
Toluol. Nach 18 Toluol durch 15 Minuten Kochen abgedampft und mit 
H,O wieder aufgewogen. 48,8°/, T.M.W. 47,0 °/, T.M.B,. 

Girung: Essigsiure, pq = 4,6, Brauereihefe, 33°, geschlossener 
Kolben, Schiitteln. 











Giérungsdauer °/, T.M.B,. 
204 21,0 
44% 21,0 
68" 20,9 
Zusammenfassung : 
0/ i ‘ 
/ TMW. %, TMB, % TMB, %, Maltose /o Seheinbare 
48,8 47,0 21,0 26,0 22,8 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLII. 19 
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umgekehrt sein, d. h. die polarimetrischen Werte kleiner sein als 
die reduktometrischen. Glucose besitzt nimlich ein groBes Reduk- 
tionsvermégen, aber ein kleines Drehungsvermégen. 


Tabelle II. 


Girung unter Zusatz von Maltose. 


Stirkeabbau: 2,00 °/, Kartoffelstirke, Phosphatpuffer, py = 7,2, 50,0°, 
15 Minuten gekocht. 44,0°/, T.M.W., 42,9 °/, T.M.B,. 

Girung: HCl, py = 3,6, Brauereihefe, 33°, geschlossener Kolben, 
Schiitteln, 24 Stunden. 








| Versuch A | Versuch B 








Maltose zugesetzt pro 2,00 g Stiirke. . . —- 260 mg 
SO ek Be oe a oe 22,0 21,9 








Zusammenfassung: 


j TM.W. % TMB, % TMB, Jy Maltose /» Seheinbare 


44,0 42,9 22.0 20,9 23,1 


Tabelle III. 
Girung durch Bickereihefe. 
Stirkeabbau: 2,00 °/, Kartoffelstirke, Acetatpuffer, py = 4,6, 25,0°, 


nach A Stunden 15 Minuten gekocht. 
Girung: py = 4,6, Bickereihefe, 33°, geschlossener Kolben, Schiitteln, 


48 Stunden. 




















gens: ie _y °/, Scheinbare 
Stunden] °/, T.M.W.| % T.M.B,.| %, T.M.B,. | °/ Maltose | /o Scheint 
1), 36,0 82,9 19,3 13,7 22,4 
1 38,8 35,9 20,1 15,9 22,9 
2 41,1 28,0 20,3 17,6 24.1 
5 44,7 42,1 21,5 20,6 24,1 














Wir haben den Abbau der Stiirke durch a-Amylase mit Hilfe 
von Willstaitter-Schudels und Bertrands Methode verfolgt. 

Die erste Methode gibt ausnahmslos héhere Resultate als die 
zweite. Da die Oxydation von Aldosen mit Jod stéchiometrisch 
verlauft, geben wir der jodometrischen Methode den Vorzug. Fir 
Zuckerbestimmungen mit Fehlingscher Loésung ist fiir jeden 
Zucker eine besondere Tabelle notwendig. Bei Untersuchungen 
tiber den Stirkeabbau wenden wir die ,,Maltosetabelle“ an, da 
dieser Zucker in der Starkechemie eine zentrale Stellung einnimmt, 
sind uns aber bewuBt, daB wir dabei einen Fehler begehen. Da 
die nach Bertrand erhaltenen Werte kleiner sind als die nach 
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Willstitter-Schudel] erhaltenen, haben die Dextrine ein kleineres 
molekulares Reduktionsvermégen als Maltose. Das_ korrigierte 
Reduktionsvermégen des unvergirbaren Anteils kann aus der 
Differenz von °/, ‘T.M.W. und vergorener Maltose: 


°/, T.M.W. — (°/, T.M.B,. — °/) T.M.B,.) = °/, scheinbare Maltose 


berechnet werden. Im folgenden haben wir die prozentuelle Ab- 
weichung des wirklichen Reduktionsvermégens nach Bertrand 
(°/, T.M.B,.) von dem korrigierten Reduktionsvermégen bei ver- 
schiedenen Abbaustufen der Stiirke zusammengestellt: 


/,T.M.W.. .... . 10—20 20-30 380—40 > 40 
°, Abweichung. . .. 20 12 8 < 5 


Mit fallendem Molekulargewicht nihert sich das molekulare 
Reduktionsvermégen dem der Maltose. Auch bei isolierten — 
sowohl durch Siure als durch Enzyme gebildeten — Dextrinen 
haben wir stets ein kleineres Reduktionsvermigen nach Bertrand 
als nach Willstitter-Schudel beobachtet. 


Tabelle LV. 


Girung bei verschiedenen Abbaugraden der Stirke. 

Stirkeabbau: 2,00 °/, Kartoffelstirke, Acetatpuffer, py = 4,6, 25,0°, 
nach kh Stunden 15 Minuten gekocht. 

Girung: py = 4,6, Brauereihefe, 33°, geschlossener Kolben, Schiitteln, 
24 Stunden. 





r : ’ °/, Scheinbar 
Stunden | °%/, T.M.W.| %/, T.M.B,.| %> T.M.By.| %/ Maltose | /0 Seveinbare 
1 15,3 12,3 . 9,6 2,7 12,6 
1,5 18,6 15,0 11,1 3.9 14,7 
2 20,3 17,0 12,3 4,7 15,7 
2,5 21,1 18,7 14,0 4,6 16,5 
3 21,8 19,7 14,2 54 16,4 
3,5 23,2 20,5 15,2 5,4 17,9 
4 24,0 21,0 15,4 5,5 18,5 
4,5 23,9 21,2 15,6 5,7 18,2 
0,5 28,7 25,9 17,9 1,9 20,8 
1 32.7 29,3 17,4 11,9 20,8 
1,5 34,3 31,2 18,8 12,3 22,0 
2 35,8 31,9 18,1 13,8 21,9 
3,5 36,5 33,7 20,0 13,6 22.9 
4,5 36,7 34,1 19,5 14,6 22,2 
55 36,9 34.3 20.0 14'3 296 
0,25 29,9 26,8 17,1 9,7 20,2 
0,5 35,7 32°6 18,8 13,8 21,9 
1 38,7 35,6 20,1 15,5 23,2 
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Tabelle V. 


Girung bei verschiedenen Abbaugraden der Stirke. 
Stirkeabbau: 2,00 °/, Kartoffelstiirke, Acetatpuffer, pq = 4,6, 25,0°, 
nach h Stunden 15 Minuten gekocht. 
Giirung: py = 4,6, Brauereihefe, 33°, geschlossener Kolben, Schiitteln, 
24 Stunden. 
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bo = ee = a & = D = = 
5 e < - 5 Fi1Saiss ls,8 
zc — = = “ns on - | 4 a= 8 oh a 
= =. =. sO} eS 1}aRg | ae [nse 
az > 2 x. 5 cS ff | cS |.c @ 
o ° °o > = o o a ° 

0,5 4,94 3,54 3,25 | 6,21 6,18 0,29 0,64 4,7 
1 8,00 | 5,86 5,62 | 6,19 6,15 0,24 | 0,86 7,8 
2 12,2 10,4 8,55 | 6,18 6,03 1,8 3,2 10,4 
3 16,3 14,0 10,9 6,17 5,98 8,2 4,1 13,1 
0,5 | 21,5 19,3 14,9 6,09 5,90 4,4 4,1 17,1 
1 27,4 25,5 17,4 6,03 5,62 8,1 8,8 19,3 
1,5 | 29,7 28,1 18,5 6,00 5.45 9,6 11,8 20,1 
2 31,2 29,6 19,2 5,95 5,39 | 10,4 12,0 20,8 
4 33,5 | 31,7 | 20,0 5,938 | 5,81 | 11,7 | 13,3 | 21,8 
1 36,5 34,3 19,9 5,88 5,06 14,4 17,6 22,1 
2 39,3 37,2 20,6 5,85 4,95 | 16,6 19,3 | 22,7 
4 41,7 40,0 | 21,8 5,81 4,81 | 18,7 | 21,5 | 23,0 
6 48,8 42,1 21,0 5,75 4,78 | 21,1 21,9 22,7 
8 44,5 42.8 21,2 5,74 4,7 21,7 22.3 22,9 
12 46,7 45,0 | 21,5 5,68 4,60 | 23,6 23,2 | 28,1 
18*) | 48,8 | 47,0 | 21,0 5,72 4,48 | 26,0 | 26,6 | 22,8 
42*) | 53,3 52,0 | 20,5 5,53 418 | 31,5 29,0 21,8 


























*) In der letzten Versuchsreihe wurde Toluol zugesetzt, nach 18 bzw. 
42 h durch 15 Minuten langes Kochen entfernt und durch Wasserzusatz das 
urspriingliche Gewicht wieder hergestellt. 


Vergleicht man die in der EKinleitung erwihnten Versuche 
zur Trennung der Spaltprodukte der Stiirke durch Girung mit 
den unseren, so findet man, daf nur die Resultate von Baker 
und Hulton mit den unsrigen iibereinstimmen: 

Hanes. ..... 42,6°/, T.M. 12°/, des Redukt.-Vermégens unvergirbar 
Verfasser....» 438%, ,» WW . m 


Freeman, Hopkins 25,6 °/, _ ,, 
héchstens 12°/, der Stirke als Maltose vorhanden 


Verfasser .... 25,5°, T.M. 81°, ,, ‘ m " - 
Baker, Hulton. . 35,3°%)_,, 1437), » . - ” ‘ 
Verfasser .... 384,38, __,, MA, » ie " i. is 


me 0/ F O/ 
35,6 “oy 15,5°/ 5 ” ” ” ” 
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Tragt man alle in den Tabellen angefiihrten Abbaugrade der 
Stirke (°/, T.M.W.) als Abszisse und die zugehérigen Werte von 
wirklicher und scheinbarer Maltose als Ordinate ein, erhilt man 
das in nachstehender Figur dargestellte Bild. Kurve I gibt die 
Menge wirklicher Maltose in °/, T.M. bei verschiedenen Abbau- 
graden der Stiirke an. Die Maltosebildung scheint erst bei 6—7°/, 
T.M.W. einzusetzen. Bei fortschreitender Spaltung wiichst die 
Maltosemenge in den Abbauprodukten. Kurve II gibt die schein- 
bare Maltose in °/, T.M. bei verschiederien Abbaugraden der Stiirke 
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an. Beim primiren Angriff der «-Amylase wird nur scheinbare 
Maltose gebildet; bei fortgesetzter Reaktion wichst deren Menge 
und erreicht ein Maximum von etwa 23°/, bei etwa 40°/, Stirke- 
spaltung. Von diesem Punkt an nimmt also die Anzahl redu- 
zierender Dextrinmolekiile nicht mehr zu, und die fortgesetzte 
Hydrolyse besteht in einer Abspaltung von Maltose von schon 
vorhandenen Dextrinmolekiilen. Wie erwihnt, findet bei etwa 
40°/, T.M.W. eine kriftige Hemmung der Stirkespaltung durch 
a-Amylase statt; diese Hemmung fallt also mit der Erreichung 
der maximalen Anzahl von Dextrinmolekiilen zusammen. 


An dieser Stelle méchten wir der Leitung der Brauerei Tuborg 
fiir die Mittel zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen unseren Dank 
aussprechen. 


Methodik. 


Vorbehandlung des Enzyms. Eine Lisung von Superclastase (Société 
Rapidase, Seclin) wird mit Phosphatpuffer auf py = 7 eingestellt, darauf 
15 Minuten bei 70° in einem Wasserthermostaten angebracht und endlich in 
Kiswasser abgekiihlt. 


Ansatz fiir Starkeabbau. 11,34 g gewéhnliche Kartoffelstirke, 10,0 g 
reine Starke enthaltend, werden in einem mit zugehérigem Propeller tarierten, 
weithalsigen 500 cem-Duranrundkolben abgewogen und durch Riihren mit 
einem schnellaufenden Motor in 350 ccm Wasser aufgeschlemmt. Ohne das 
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Riihren zu unterbrechen, wird der Kolben in ein siedendes Wasserbad ge- 
taucht und nach 15 Minten in einen Thermostaten von 25,0° iibergefiihrt. 
Nach weiteren 15 Minuten wird das Riihren unterbrochen, der Kolben mit 
Propeller genau tariert, die gewiinschte Enzymmenge und Pufferlésung hinzu- 
gesetzt und endlich der Inhalt mit Wasser auf 500,0 g aufgewogen. Das 
Reaktionsgemisch wird nun 1 Minute geriihrt und endlich bei 25,0° hingestellt. 


Ansatz fir Blindversuche. Unter denselben Bedingungen mit den- 
selben Pufferlésungen bereitet, werden zur Bestimmung des Blindverbrauchs 
Lésungen des angewandten Enzyms hingestellt. 


Entnahme von Proben. In bestimmten Zeitintervallen werden Proben 
zwecks Tétung des Enzyms in verschlossenen Kolben 15 Minuten im Wasser- 
bad erhitzt und nach Abkiihlung sowohl nach Willstitter-Schudel als 
nach Bertrand analysiert. In der letzten Analysenreihe ist auBerdem die 
Drehung bestimmt. Dieselben Manipulationen sind mit dem Blindansatz 
durchgefihrt. 

Vorbehandlung der Hefe. Etwa 200 ccm einer jungen Generation 
der gewohnlichen Anstellhefe (Unterhefe) unserer Brauerei werden in 5 Liter 
Wasser aufgeriihrt; die Suspension wird mittels eines sehr feinen Siebes 
von gréberen Verunreinigungen getrennt. Nach Absetzen der Hefe wird 
dekantiert; diese Manipulation wird 5 mal wiederholt, wodurch die Hefe 
von léslichen Bestandteilen getrennt wird. 


Ansatz fiir Garungen. 50,0 ¢ der gekochten Lésungen werden in 
200 cem-Kolben abgewogen und mit 10,0 g einer Hefesuspension versetzt. 
Die Kolben werden mit Gummistopfen verschlossen, mit Draht tiberbunden 
und endlich in einem Schiittelapparat bei 83° angebracht. Findet die Girung 
unter mechanischem Riihren oder Durchleitung von CO, statt, so wird nach 
Unterbrechung der Girung Wasser bis zum urspriinglichen Gewicht hinzu- 
gesetzt. Nach der Girung werden die Ansiitze filtriert und nach Bertrand 
analysiert. In der letzten Analysenreihe ist auerdem die Drehung bestimmt. 
Die entsprechenden Manipulationen sind mit den Blindansitzen durchgefiihrt. 


Analysenmethoden. Zuckerbestimmungen nachWillstitter-Schudel 
und Bertrand’). Fir die polarimetrischen Bestimmungen werden die 
Lésungen mit Talkum geklirt und scharf filtriert. Bestimmung im 2 dm-Rohr 
bei 20,0°. Die Drehung des entsprechenden Blindansatzes wird subtrahiert. 
Da die Dichte der angewandten Lésungen ungefihr gleich 1,01 ist, haben 
wir von einer Korrektion abgesehen. Fiir die Berechnung haben wir die 
spezifische Drehung der wasserfreien Maltose gleich [a]2° = 137,9° gesetzt. 
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Nachtrag zu der Mitteilung: 


Beitrag zur Kenntnis der Chemie der Lipoidosis phosphatidica’). 
, Von 
P. H. Teunissen und A. den Ouden. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Reichsuniversitaét Leiden.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1938.) 


Die Analysen von Milz und Leber bei der Niemann-Pick- 
schen Krankheit, sowie normaler Organe wurden beschrieben. Wir 
bedienten uns der Methodik nach Epstein und Lorenz?) (Extrak- 
tion des getrockneten und pulverisierten Organs mit Ather und 
anschlieBend mit absolutem Alkohol); das iitherlésliche Phosphatid 
wurde Lecithin, das alkoholliésliche Sphingomyelin genannt. Auf 
Grund der Analysendaten ergab sich, daB bei der Niemann- 
Pickschen Krankheit sowohl Lecithin als Sphingomyelin in Milz 
und Leber angehiuft wurden. 

Wir besprachen die Auffassung von Klenk‘), derzufolge aus- 
schlieBlich Sphingomyelin gespeichert wird. Klenk verwendete 
eine andere Extraktionsmethode (vgl. S. 272). Herr Prof. Klenk 
teilte uns mit, daB die von uns verwendete Extraktionsmethode 
die Trennung von Lecithin und Sphingomyelin bei normaler Milz 
und Leber nicht erméglicht. Unsere Angabe in der normalen 
Milz: 1,66°/, Lecithin und 3,5°/, Sphingomyelin wiirde, da in der 
normalen Milz fast kein Sphingomyelin vorkommt, bedeuten: etwa 
5,0°/, Lecithin und 0,1°/, Sphingomyelin. 

Demzufolge wire die Zunahme von Sphingomyelin in der Milz 
bei der Niemann-Pickschen Krankheit sehr groB (22°/, Sphingo- 
myelin), die Lecithinmenge kaum vermehrt (7,66°/, Lecithin). Die 
voneinander abweichenden Resultate sind also auf die Analyse 
der normalen Organe zuriickzufihren. 

Da uns von normalen Organen nach der von Klenk be- 
schriebenen Extraktionsmethode keine Angaben bekannt waren, 
haben wir eine zerkleinerte Milz in 2 Halften geteilt und die eine 
(28,875 g) nach der Methode Klenk, die andere (24,190 g) nach 
der von Epstein und Lorenz extrahiert. 
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1. Methode Epstein und Lorenz. 


Die Milzmasse (24,190 g) wurde im Trockenofen bei 50° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet und 5,215 g¢, das sind 21,71°/, Trockensubstanz 
erhalten. Nach Pulverisieren wurde die Masse nochmals bei 50° getrocknet 
und sodann 38,9176 g im Soxhletapparat mit Ather und anschlieBend mit 
absolutem Alkohol extrahiert. Gleichzeitig wurden von dem verbleibenden 
Teil 0,9151 g auf 100° erhitzt, wobei keine Gewichtsabnahme mehr auftrat. 
Die Mengen der Extraktriickstiinde, sowie deren Phosphorgehalte sind in 
den Tab. 2 und 3 in Prozenten der Trockensubstanz bzw. auf die frischen 
Organe berechnet wiedergegeben. 

Cholesterin wurde im Atherextrakt colorimetrisch bestimmt, im Alkohol- 
extrakt war es héchstens noch spurenweise nachweisbar. 

Die Menge der Phosphatide im Ather- baw. Alkoholextrakt haben wir 
jeweils durch Multiplizieren des P-Prozentgehaltes mit 25 erhalten (vgl. 
Tab. 2 und 3). 


2. Methode Klenk. 


Die Milzmasse (28,875 g) wurde in Aceton aufbewahrt und dann im 
Soxhletapparat nacheinander mit Aceton, Ather und Chloroform-Methyl- 
alkohol (1:3) extrahiert. 

Der Acetonextrakt enthielt im wesentlichen Fett und Cholesterin, der 
Atherextrakt die Glycerinphosphatide und der Chloroform- -Methylalkohol- 
extrakt das Sphingomyelin. Doch ist hiermit noch keineswegs eine auch 
nur annihernde Trennung der verschiedenen Substanzen erreicht. 

Das in den Acetonextrakt tibergegangene Sphingomyelin schied sich 
schon wiihrend der Extraktion an den Wandungen des Kolbens ab und 
wurde nach Abfiltrieren des Acetons in den Soxhletapparat zur Atherextrak- 
tion zuriickgebracht. 

Die Acetonlésungen wurden so weit eingeengt, bis das Aceton fast 
vollig entfernt war. Dann nahm man das Ol, das im Kolben auf der 
zuriickgebliebenen wiBrigen Lisung schwamm, mit Ather auf, engte die 
vereinigten Atherlésungen stark ein und fillte den Hauptteil der darin 
vorhandenen Glycerinphosphatide mit Aceton aus. Aus den zur Entfernung 
des Athers etwas eingeengten Liésungen konnte, nach Verdiinnen mit etwas 
Aceton, schlieBlich der letzte Rest von Gly cerinphosphatiden durch Fillung 
mit einer alkoholischen Lésung von CaCl, nach Snider und Bloor ent- 
fernt werden. Die Acetonlésung hinterlie} nach Abdampfen des Lisungs- 
mittels die Fett- und Cholesterinfraktion. 

Das in den Atherextrakt iibergegangene Sphingomyelin schied sich 
beim Abkiihlen der idtherischen Lésung auf 0° ab und wurde durch Fil- 
trieren bei 0° entfernt und Filter mit Substanz in den Soxhletapparat zuriick- 
gebracht. 

Aus der stark eingeengten itherischen Lésung fillte man die Glycerin- 
phosphatide mit Aceton aus. Der Rest der in Lésung verbliebenen Phos- 
phatide und das etwa auch hier noch vorhandene Fett bzw. Cholesterin 
wurde wie oben gewonnen. 

Der Hauptteil des Sphingomyelins fand sich im Chloroform-Methy]- 
alkoholextrakt. In der Tab. 1 sind die Mengen der Substanzen in Gramm, 
sowie in Prozenten der Trockensubstanz angegeben. 
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Tabelle 1. 
°/, der Trock.- 
Gramm Substanz 
(6,2436 g) 
Riickstand der Acetonbewahrfl.; nach Abdampfen 
des Acetons, nach Extraktion mit Ather, nach 
US Be a 0,4023 6,448 
Fett- + Cholesterinfraktion .......... 0,3354 5,372 | 44.97 
ee ea ee 0,4121 el , 
Sphingomyelinfraktion ............ 0,5478 8,774 
Riickstand der Milzmasse, nach Trocknung des 
Extraktionsriickstandes ........... 4,546 72,811 


Total 6,2436 |100,00%/, 


Aus 28,875 g frischer Milz wurden somit 6,2486 ¢ Trocken- 
substanz, d. h, 21,62°/, erhalten. 

Die angegebenen °/,-Werte sind in Tab. 2 iibernommen und 
in Tab. 3 berechnet in Prozent des frischen Organs. 

Um zu priifen, ob die Sphingomyelinfraktion aus Sphingo- 
myelin bestiinde, oder ob auch Glycerinphosphatide anwesend sein 
kénnten, wurde diese Fraktion mit Ather extrahiert, die Glycerin- 
phosphatide werden dann geliést, die Sphingomyeline aber nicht. 
Kine bestimmte Menge der CHCl, /CH,OH-Lésung des Riickstandes 
(der CHCl, /CH,OH-Extraktion) wurde zur Trockne gebracht und 
mit Ather extrahiert; das Atherunlésliche wurde wieder in 
CHCl, /CH,OH gelést. Alsdann wurde der P-Gehalt in der athe- 
rischen, sowie in der CHCl,/CH,OH-Lésung bestimmt und dabei 
folgende Resultate erhalten (bezogen auf Trockensubstanz): 


Total-P des CHC], /CH,OH-Extraktes iitherléslich. .... 0,096 °/, P 
, | atherunléslich - - + + | 90899). P 

0,160 %/y P Hiervon | CHCl, /CH,OH-lislich { 069% F 

| Insgesamt 0,165 °/, P 


Die Werte von Tab. 2: itherléslich 0,224°/, P und CHCl, /CH,OH- 
léslich 0,160°/, P werden alsdann itherldslich 0,224 + 0,096 = 
0,320°/, P und CHCl,/CH,OH-lislich, atherunléslich 0,069°/, P. 

Wenn wir diese Werte auf Phosphatid umrechnen, erhalten wir 


25 x 0,320 = 8,0°/, Glycerinphosphatid, 
25 x 0,069 = 1,7°/, Sphingomyelin. 
Stellen wir diese Resultate denen gegeniiber, die nach der 


Methode von Epstein und Lorenz erhalten wurden (2,9°/, Le- 
cithin, 5,9°/, Sphingomyelin), so zeigt sich, da8 nach Epstein 
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Tabelle 2. 
Gramm auf 100 g Trockensubstanz. 
, % | Trocken- Phosphor im _ | Phosphatideim 
s © —| substanz im P 
3sON : 
> on iu . | + | ~ ~~ 
Aweals 8) eel | Et | % 
Ss ~ + S ’ aid 3 | A a} 3 = 
Methode |2@u [ae S| & le8¢| & | _ |e Be] & |_ joe 
= as +28) 9 lSgk) © | £ [Sqk/ © | S Jaterin 
SH$2laycg| © fsok| © | S& feSE| S/S 
og hRILos+| «& ofo; a | <a) ow ?/| SS |e 
Be | + hit So joes | 2 wees 
eos | Soll x a| = 3.54 | 4 
~ |q BRa ff #*) a] | Se" 4] 
Klenk... | 21,62 | 11,97 | 8,77] 0,224 0,160 0,384] 5,6 | 4,0 9,6] 1,83 
Epstein u. | | | 
Lorenz} 21,71 | 11,08 22,89] 0,115 0,286 0,351] 2,9 | 5,9 8,8] 1,83 

















Tabelle 3. 
Gramm auf 100 g frischer Milz. 











Klenk... | 21,62 | 2,59 | 1,90] 0,049 | 0,035 | 0,08] 1,2 | 0,9 |2,1] 0,892 
Epstein u. | | | | 
Lorenz| 21,71 | 2,41 | 4,97] 0,025 | 0,05:/ 0,076] 0,6 | 1,3 /1,9] 0,391 








und Lorenz eine Trennung zwischen Lecithin und Sphingomyelin 
nicht erreicht wird. 

Gleichzeitig haben wir die 2 Methoden auch an einem Gehirn, 
das sowohl Lecithin als auch Sphingomyelin in gréBerer Menge 
enthilt, nachgepriift und sind zu befriedigend tibereinstimmenden 
Resultaten gekommen. 

Unsere Schluffolgerung ist also, daB, iibereinstimmend mit 
den Angaben Klenks, die Methode von Epstein und Lorenz 
wohl bei Organen mit hohem Lecithin- und Sphingomyelingehalt, 
aber nicht bei normalen Organen, die hauptsichlich Glycerin- 
phosphatide enthalten, eine Trennung zwischen Lecithin und 
Sphingomyelin erméglicht. 

Demnach miissen wir die Schluffolgerung (auf 8S. 147 unserer 
Mitteilung in Diese Z. 248), ,da8 bei der Niemann-Pickschen 
Krankheit sowohl Lecithin wie Sphingomyelin in der Milz an- 
gehiuft werden“, dahin abindern, da das gespeicherte Phosphatid 
Sphingomyelin ist und da dabei (vielleicht sekundir) auch das 
Lecithin etwas zunimmt. 


Literatur. 
1. P. H. Teunissen, Diese Z. 248, 142 (1937). 
2. E. Epstein u. K. Lorenz, Diese Z. 190, 44 (1930); 192, 145 (1980). 
3. E. Klenk, Diese Z. 229, 151 (1934); Erg. Path. 30, 248 (1936). 

















Uber die Funktion des ,,Aktivators“ 

und die Natur des Donators im Taubenbrustmuskel”). 
Von 

I, Banga und A. Szent-Gyorgyi. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1938.) 


Ks wurde in unseren friiheren Arbeiten gezeigt'), daB der 
wiBrige Extrakt des Muskels eine intensive, in ihren Eigenschaften 
mit der normalen Atmung des Muskels iibereinstimmende (durch 
Fumarat beférderte, durch Malonat gehemmte) Atmung gibt. 
Dieser Extrakt konnte in der Zentrifuge zerlegt werden. Die 
granulire Masse, im folgenden kurz ,,.Enzym“ genannt, die sich 
abschied, enthalt das Warburg-Keilinsche System, die Succino- 
dehydrogenase, die Malico-dehydrogenase und wahrscheinlich ge- 
bundenes gelbes Ferment. Die iiberstehende klare Fliissigkeit 
enthalt Fumarat, Codehydrase, Donator und einen proteinartigen 
Kérper ,,Aktivator“ genannt. Dieses Protein konnte gereinigt 
werden. Wurde der gereinigte Aktivator dem Enzym mit Fumarat, 
Coenzym und Hexosediphosphat zugesetzt, so zeigte das System 
eine Atmung, die der Respiration des urspriinglichen Extraktes 
qualitativ und quantitativ gleich kam. Diese Angaben wurden 
unlingst von G. D. Grewille?’) bestitigt und erweitert. 

Zur Ergiinzung dieser Beobachtungen haben wir uns zwei 
Fragen vorgelegt: die nach der Funktion des Aktivators und 
nach der Natur des Donators. Verschiedene friihere Beobach- 
tungen machten es wabrscheinlich, da& Hexosediphosphat nicht 
unmittelbar als solches Wasserstoff abgebe, sondern erst in Triose- 
phosphat gespalten werde. Triosephosphat wird durch Extrakte 
weiter zum Teil in Glycerinphosphorsiiure umgesetzt. Wir fragten 
also, welches von diesen Substanzen der eigentliche Donator sei. 





*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

1) Zusammenfassung der Arbeiten vgl. A. Szent-Gyoérgyi, Studies 
on biological oxidations and some of its catalysts. J. A. Barth. Leipzig 1937. 
*) Biochemic. J. 31, 2274 (1937). 
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Die Funktion des Aktivators. 


Wird dem Enzym der kochbestindige Teil des Extraktes 
oder Fumarat, Hexosediphosphat und Codehydrase zugesetzt, so 
zeigt das System praktisch keine Atmung und keine Reduktion 
von Methylenblau. Durch Aktivator werden beide Prozesse in 
Gang gesetzt. Ohne Enzym zeigt das System auch keine Atmung. 

In bezug auf den Wirkungsmechanismus des Aktivators 
schienen drei Méglichkeiten annehmbar. Man hitte denken kénnen, 
da der Aktivator entweder eine Triosedehydrase oder eine Mutase sei, 
oder sich an der Spaltung des Hexosediphosphats zu Triose beteilige. 

Das zum System zugesetzte Hexosediphosphat wird binnen 
1 Minute zu 10°/, in Triose zerlegt, wie dies durch Verfolgung 
des alkalilabilen Phosphats nachgewiesen werden kann. Diese 
Spaltung vollzieht sich aber am Enzym auch ohne Aktivator. 
Hingegen wird durch den Aktivator allein das Hexosediphosphat 
nicht merklich zersetzt. Dies besagt, daB der Aktivator nicht an 
diesem ProzeB beteiligt ist. 

Aldehyd-Mutasen wurden zuerst durch M. Dixon und C.Lutwak- 
Mann!) in der Leber eingehend studiert. D.E.Green, D. M.Need- 
ham und J. D. Dewan?) beschreiben im Muskelextrakt drei ver- 
schiedene Mutasen: die Triosephosphat-, Triose- und «@-Glycero- 
phosphat-Mutase. Als Substrat gebrauchten sie Hexosediphosphat 
und maBen stets die aus Bicarbonat freigemachte CO,. 

Die Triosephosphat-Mutase der genannten Autoren katalysiert 
die Dismutation des Triosephosphats zu Phosphoglycerinsiure und 
a-Glycerophospat. AuBerdem soll durch diese Dismutase die 
Oxydation des Triosephosphats in Gegenwart verschiedener «-Keto- 
siure (Pyruvat, Oxaloacetat, Ketobutyrat und Mesoxalat) kataly- 
siert werden. 

In unseren Versuchen gebrauchten wir als Substrat ebenfalls 
Hexosediphosphat und verfolgten das Verschwinden des zugesetzten 
Oxaloacetats und Pyruvats. Die Versuche zeigen, daB der Aktivator 
allein die Dismutation mit den genannten Ketosiuren nicht kataly- 
siert. Nur wenn zum System zugleich auch das Enzym zugesetzt 
wird (das an und fiir sich ebenfalls inaktiv ist), verschwinden die 
Ketosiiuren in Gegenwart von Hexosediphosphat und Codehydrase. 
Dies ist in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Angaben, nach 
denen die genannten Ketosiuren am granuliiren Ferment bzw. an 
der Malico-dehydrase aktiviert werden. 


1) Biochemie. J. 31, 1847 (19387). *) Biochemie. J. 31, 2327 (1937). 
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Tabelle I. 


Zu den einzelnen Versuchen werden 2 mg Aktivator'), 1,0 ml Enzym’), 
10 mg Hexosediphosphat und 5 mg Oxalacetat gegeben. Gesamtvolum ist 
mit Ringer-Phosphat (nach Keilin) auf 4 ml ergiinzt. Es wird das binnen 
20 Minuten verschwundene Oxalacetat bzw. Pyruvat in Milligramm bei 37° 
angegeben. 








Verschwundenes 





‘Oxalacetat | Pyruvat 











TE re a a ae Oe a 





0,0 0,0 
Aktivator + Hexosediphosphat. ....... 0,1 0,0 
Aktivator + Hexosediphosphat + Enzym . . . 1,95 0,66 


Wie wir also friiher zeigten, ist zur Oxydation der Triose 
durch Pyruvat oder Oxaloacetat die granuliire Malico-dehydrase 
notig, die die Oxaloessigsiiure und das Pyruvat hydrierend aktiviert. 
Ebenso nétig ist der Aktivator, dem hiernach also die Funktion 
der dehydrierenden Aktivierung des 'riosephosphats zugeschrieben 
werden sollte. 

Nach Green und Mitarbeiter katalysiert die ,,Triose-Mutase“ 
die Dismutation des Glycerinaldehyds sehr langsam, beférdert aber 
stark die Oxydation der Triose durch e@-Ketosiuren. 

Unsere Versuche zeigen, da8 Glycerinaldehyd mit Oxaloessig- 
siiure auch ohne jeglichen weiteren Zusatz reagiert. Green und 
Mitarbeiter geben nicht an, ob sie diese Reaktion auch ohne 
Fermentzusatz verfolgt haben. Der Aktivator beférdert das Ver- 
schwinden der Ketosiuren nur in geringem MaSe (30 Minuten 
15°/,). Der Aktivator ist also keine ,,Triose-Mutase“. Der Aktivator 
greift Glycerinaldehyd auch oxydativ nicht an. 


Tabelle IL. 


Es wird 5 mg von dem Glycerinaldehyd und 5 mg Oxalacetat, 2 mg 
vom Aktivator verwendet. Gesamtvolum ist mit Ringer-Phosphat auf 
4ml erginzt. Angegeben sind die in 20 Minuten aerob verschwundene 
Oxalacetatmenge in Milligramm bei 37°. 

















. -Verschwundenes 
Oxalacetat 
Glycerinaldehyd + Oxalacetat .......... 1,18 





Glycerinaldehyd + Oxalacetat + Aktivator .... 1,23 


1) Beschreibung der Zubereitung des Aktivators und des Enzyms vgl. 
I. Banga, Diese Z. 249, 183 (19387). 
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Die ,,¢-Glycerophosphat-Mutase“ soll die Oxydation dieses 
Substrates durch «-Ketosiuren katalysieren. 

In unseren Versuchen reagierte weder das Oxaloacetat noch 
das Pyruvat mit a@-Glycerophosphat in Gegenwart des Aktivators. 
Der Aktivator ist also keine «-Glycerophosphat-Mutase. Der 
Aktivator beférdert die Methylenblaureduktion (30—40°/,) und 
die Sauerstoffaufnahme (50—60°/,) in Gegenwart von «-Glycero- 
phosphat, aber nur wenn zugleich auch das granulére Enzym 
zugesetzt wird. Der Aktivator ist also auch keine a-Glycero- 
phosphat-Dismutase. 

Alle diese Versuche weisen darauf hin, daB der Aktivator 
eine l'riosephosphatdehydrase ist, die zugleich auch eine a-Glycero- 
phosphatdehydrase enthilt. Solch eine lésliche Glycerophosphat- 
dehydrase wurde yon E. Adler, H. vy. Euler und Harry Hell- 
stré6m') unlangst beschrieben. Da der Aktivator in Gegenwart 
dieser Substanzen kein Methylenblau in erheblichem MaBe zu 
reduzieren vermag, noch Sauerstoff verbraucht, beweist nichts gegen 
die Annahme, da er eine Dehydrase ist, da — wie wir friher 
zeigten — zur Uberfiihrung des Wasserstoffes auf den Farbstoff 
oder auf den Sauerstoff das an das granuliire Enzym gebundene 
C,-Dicarbonsiuresystem nétig ist. Diese SchluBfolgerung wurde 
auch weiter durch die seither ausgedehnte Erfahrung unterstiitzt, 
daB die Atmung durch Fermentpriparate nur hergestellt werden 
kann, wenn das granulire Enzym eine hochaktive Malico-dehydrase 
enthiilt. 

Der Donator. 


Der Zusatz von Hexosediphosphat zum System; Enzym, Akti- 
vator, Fumarat und Co-Enzym vermag die urspriingliche Atmung 
des Muskelextraktes quantitativ herzustellen. Unsere Frage war 
nun die, ob sich in diesem Versuche das Zymophosphat durch 
a-Glycerophosphat oder Triosephosphat ersetzen labt. 

Unsere in der Tab. III zusammengestellten Ergebnisse zeigen, 
daf das demselben Fermentsystem zugesetzte Hexosediphosphat 
und «-Glycerophosphat in verschiedenem Mafe aktiv sind. In 
einigen Versuchen erreicht die Sauerstoffaufnahme bei Glycero- 
phosphatzusatz die Werte von Hexosediphosphat, namentlich in 
Fallen, wo das Fermentpriparat sehr aktiv ist und die Sauer- 
stoffaufnahme die Werte des urspriinglichen Muskelextraktes 
erreicht. In den meisten Versuchen aber gibt a-Glycerophosphat 





1) Arkiv for Kemi, Mineralogi och Geologie 12 B, 1, Nr. 38 (1937). 
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Tabelle III. 


Die Sauerstoffaufnahme des Hexosediphosphat- und des a-Glycero- 
phosphatsystems wird im Warburg-Respirometer gemessen. Das Hexose- 
diphosphatsystem enthalt: 1,5 ml Enzym, 5mg Co-Ferment und 10 mg 
Hexosediphosphat und 1,5 ml Ringer-Phosphat in 4 ml Gesamtvolum. 
Das a-Glycerophosphatsystem enthilt statt Hexosediphosphat «-Glycero- 
phosphat, sonst ist es gleich mit dem Hexosediphosphatsystem. Es wird 
die O,-Aufnahme bei den zwei Systemen ohne und mit Aktivator neben- 
einander gestellt. Angegeben sind die O,-Aufnahme in Kubikmillimetern 
in den ersten 10 Minuten der Ablesung. 














x Hexosediphosphatsystem a-Glycerophosphatsystem 
Te. . an oo li nentinininanndidianht _ 
O | + 2mg Aktivator O '+2mg Aktivator 
1 0 134 36 | 63 
2 0 12 30 52 
3 40 110 36 116 
4 16 80 10 | 89 
5 18 183 20 | 171 
6 0 120 15 | 96 
7 0 85 33 | 45 
~ 18 105 51 | 99 
9 30 200 50 200 











eine geringere Atmung als das Hexosediphosphat. Die Atmung 
von «-Glycerophosphat kann, ebenso wie die des Zymophosphats, 
durch Fumarat beférdert werden, aber auch hier verhalten sich 
die beiden Substanzen verschieden, da Fumarat die Oxydation 
des «-Glycerophosphats in geringerem Mafe beférdert wie die 
des Zymophosphats. Die Verschiedenheit des Verhaltens beider 
Substanzen zeigt sich noch in héherem Mafe im Thunberg- 
Versuch. Hier wird durch Aktivator die Dehydrierung des «-Gly- 
cerophosphats (Reduktion des Methylenblaus) am Enzym durch 
den Aktivator nur um 30—40°/, beférdert, wihrend dessen die 
Dehydrierung des Hexosediphosphats durch Aktivator zu 400 bis 
500°/, gesteigert wird. Die Resultate dieser Versuche sind in 
Tab. IV wiedergegeben. 


Das a-Glycerophosphat vermag Zymophosphat bei der Reduk- 
tion des Oxalacetats nicht zu ersetzen. Erstere Substanz vermag 
das Oxalacetat nimlich nur in sehr geringem MaBe zu reduzieren. 
Das «-Glycerophosphat vermag das Oxalacetat nur in Gegenwart 
sehr wirksamen Aktivators zu reduzieren, aber auch dann erreicht 
die Reduktion nur die Hilfte der Reduktion durch Hexosedi- 
phosphat. 
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Tabelle LV. 


Thunberg-Rohre'). Je 1,0 ml Enzymlésung, 1,0 ml 1:5000 Farb- 
stofflésung. 2mg Aktivator, 1 mg Codehydrase, 5 mg Hexosediphosphat 
bzw. «-Glycerophosphat (Na-Salze) und 1,5 ml Ringer-Phosphat. Gesamt- 
volum 5 ml. 











Entfirbungszeiten 
Nr. I I | mi 








Enzym + Co-Ferm. + eaeneiiibnaniint ba i we ce ay | 





6 is 
Enzym + Co-Ferm. + Aktivator ......... 20° =| 4’ _ 
Enzym + Co-Ferm. + Hexosediphosph. + Aktivator. 4’ |} 1'30"| — 
Enzym + Co-Ferm. + «-Glycerophosphat ..... 9’ 30”| 3’ 30’| 12’ 
Enzym + Co-Ferm.,+ a«-Glycerophosph. + Aktivator. 5’ 1 2745) = 8" 


In der Tab. V, in der der Oxalacetatschwund angegeben ist, 
wurde der Versuch der Kolumne I mit einem sehr wirksamen, 
Kolumne II mit einem weniger wirksamen Aktivator angestellt. 


Tabelle V. 


Zu jedem Versuch wird 1,0 ml Enzym, 2 mg Aktivator, 5 mg Hexose- 
diphosphat bzw. a-Glycerophosphat, 5 mg Co-Ferment und 5 mg Oxalacetat 
und 1,5 ml Ringer- Phosphat in 4 ml Gesamtvolumen verwendet. An- 
gegeben sind die in 20 Minuten aerob verschwundene Oxalacetatmenge 
in Milligramm. 














| *ormetrarentenoe 

Oxalacetat 

Nr.I | I 

Ragen + . Aktiy or. ee ee 0,0 | 0,0 
Enzym + a-Glycerophosph. + Co-Ferment. .... . 0,2 | 0,0 
Enzym + a-Glycerophosph. + Aktivator. . . 0,66 | 0,1 
Enzym + «-Glycerophosph. + Aktivator + Co- Ferment 1,06 | 0,21 
Enzym + Hexosediphosph. + Co-Ferm. + Aktivator . 2,45 | 1,88 


In noch geringerem Mafe kann «-Glycerophosphat Pyruvat 
reduzieren. 

In Gegenwart von Aktivator zeigt a-Glycerophosphat eine 
sehr geringe Methylenblaureduktion (45 Minuten), wihrend dessen 
Hexosediphosphat unter gleichen Umstiinden praktisch gar nicht 
reduziert. 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB a-Glycerophosphat 
im Atmungsversuch und in der Methylenblaureduktion in Gegen- 
wart von Enzym, Aktivator und Co-Enzym plus Fumarat eine 


7 Diese Z. 236, 18 (1935). 
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nicht unerhebliche Aktivitit zeigt, die aber meistens doch hinter 
der Aktivitit des Hexosediphosphats zuriickbleibt, so dab ange- 
nommen werden kann, da8 Hexosediphosphat nicht via «e-Glycero- 
phosphat veratmet wird, wenn auch «-Glycerophosphat einen 
gewissen ‘l'eil an der Atmung haben kann. 


Tabelle VI. 


a) O,-Aufnahme mit Dioxyacetonphosphorsiure. Zu den 
einzelnen Versuchen wird 1,0 ml Enzymlésung, 1,0 mg Fumarat, 5 mg Co- 
Ferment, 2mg Aktivator und 5 mg Dioxyacetonphosphorsiiure bzw. Hexose- 
diphosphat und 1,5 ml Ringer-Phosphat in 4 ml Gesamtvolum verwendet. 
Angegeben sind die Kubikmillimeter-O,-Aufnahmen in 10 Minuten. 





emm QO, 
in 10 Min. 


Enzym + Co-Ferm. + Aktivator + Fumarat ....... 15 





Kknzym + Co-Ferm. + Dioxyacetonph. + Fumarat ... . 21 
Enzym +- Co-Ferm. + Dioxyacetonph. + Aktivator. .. . 66 
Enzym + Co-Ferm. + Dioxyacetonph. + Aktivator + Fum. 105 
Enzym + Co-Ferm. + Hexosediphosph. + Aktivator + Fum. 128 


b) Dehydrierung mit 1:5000 Methylenblau. Thunberg-Réhre: 
Je 1,0 ml Enzymlésung, 1,0 ml 1:5000 Farbstofflésung, 1,0 mg Co-Ferment, 
2mg Aktivator, 5 mg Dioxyacetonphosphorsiiure bzw. Hexosediphosphat. 
Gesamtvolum 5 ml. 











Bntfarbungezeit 
Sesaem + Co-Ferment + Aktivator. . . — 30’ 
Enzym + Co-Ferment + Dioxyacetonphosphorsiiure ve 30’ 
Enzym + Co-Ferment + Dioxyacetonph. + Aktivator . 4°15” 
Enzym + Co-Ferment + Hexosediphosph. + Aktivator . 3’ 30” 


ec) Oxaloacetatreduktion. Zusammensetzung der einzelnen Ver- 
suche wie bei a) und b). Oxalacetat 5mg. Angegeben wird das in 10 Min. 
verschwundene Oxaloacetat in Milligramm. 





Verschwundenes 
Oxaloacetat in mg 





Knzym + Co- Ferment + Aktivator... ; 0,1 
Enzym + Co-Ferment + Dioxy acetonphosphorsiv fiure . 0,0 
Enzym + Co-Ferment + Dioxyacetonph. + Aktivator 1,04 
Enzym + Co-Ferment + Hexosediphosph. + Aktivator 1,24 


Um zu entscheiden, ob das Hexosediphosphat seine Wirkung 
ener i ee dana entfalte, wurde nach W. Kiessling!) die 


1) Ber. chem. Ges. 67, 869 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLITI. 20 
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Dioxyacetonphosphorséure dargestellt und im Atmungs- und 
Reduktionsversuch mit Hexosediphosphat verglichen. Hierbei 
zeigte sich, daB das Triosephosphat Hexosediphosphat in jeder 
Beziehung vollstindig zu ersetzen vermag, woraus geschlossen 
werden kann, daB das Hexosediphosphat bei der Atmung im 
Muskelextrakt primar zum Triosephosphat gespalten wird und 
vorwiegend als solches dehydriert wird. 

Die erhaltenen Werte mit Dioxyaceton-phosphorsiure sind 
um etwa 20—30°/, geringer wie bei Hexosediphosphat. Leider 
konnte Dioxyacetonphosphorsiure nur als Ca-Salz erhalten und 
zum Versuch gebraucht werden. Diese Menge von Ca, die in 
dieser Weise zugesetzt wird, hemmt 20—30°/, der Oxydation 
des Hexosediphosphats, bzw. die Reduktion des Farbstoffes. 

Diese Reduktion des Oxaloacetats durch Triosephosphat mu8 
darum betont werden, weil A. H. Krebs zeigte, daB Oxaloacetat 
sich mit Umsetzungsprodukten von Triose zur Citronensiure 
vereinigen kann. Dieser Cyclus mag in der oxydativen Umsetzung 
des Carbohydrats eine bisher quantitativ noch nicht festgestellte 
Bedeutung haben. Die obigen Daten zeigen aber in Uberein- 
stimmung mit unseren friiheren ausgedehnten Arbeiten, daB 
zwischen Oxalacetat und Donatoren eine intensive direkte Oxydo- 
reduktion stattfindet. 
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